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第一章　緒論
　近年のゲノムプロジェクトの進展により、遺伝子診断、テーラーメイド医療、ゲノム創薬など新
しい医療技術の実現も間近といわれる。その一方で、微生物などヒト以外のゲノムについても多く
の情報が蓄積しつつあり、実際それに基づくminimum　genome　factoryやコンピナトリアルバイ
オシンセシス［1，2］など新しいバイオテクノロジーの可能性が示されている。ゲノム情報を蛋白質構
造・機能と結びつけることにより、バイオ技術の飛躍的な発展が期待でき、社会の持続可能な発展
に寄与しうる環境調和型のグリーンバイオケミストリーの実現など、新しい時代の到来が予見され
る。
　今日のバイオテクノロジーを支える遺伝子工学技術は、1973年にCohen－Boyerが開発した組換
えDNA技術が始まりとされる。そして1977年に組換えDNA技術による最初の医薬品であるソマ
トスタチン生産が開始され［3］、これを皮切りに大腸菌のみならず微生物や動物細胞を用いて医薬
品などの有用蛋白質を大量に、かつ安定に生産することが可能となった。なかでも大腸菌を宿主と
した発現系は菌体の増殖が速く、大量培養などのスケールアップが比較的簡単であることからイン
シュリン［4］、成長ホルモン［5］、インターフェロン［6コなど多様な蛋白質が生産されている。
　大腸菌は、蛋白質発現に必要な宿主一ベクターシステムなどの技術が確立されているため、過剰発
現株の作製に要する時間が非常に短いという利点がある。また培養に関する費用は安価で、大腸菌
に関する豊富な知識や応用微生物学の分野で行われてきた発酵工学的手法を用いることで、発現蛋
白質を総蛋白質の約30％にまで向上できるようになった。しかし、大腸菌で発現させることに伴う
欠点もある。第一に大腸菌で大量に発現させた真核生物の蛋白質は正常に修飾されず、またfolding
されないことがある。通常、大腸菌など原核生物の蛋白質は種特有の認識部位にシャペロニン蛋白
質が結合して折り畳まれるが、真核生物の蛋白質は種類により正常に折り畳まれず、目的とする生
理活性が得られないことがある。またインシュリンに代表される細胞内でプロセッシングされるこ
とにより生理活性を有する蛋白質は、大腸菌で産生した後、in　vitr（，での切断などの修飾操作が必要
となる［4］。第二に、大腸菌で大量に発現させた蛋白質は“封入体”と呼ばれる不溶性の凝集体を形
成し、不溶型の組換え蛋白質が産生されることが多い［4，7，8］。この封入体を形成することにより、
菌体からの分離精製が容易になる利点はあるが、封入体に含まれる組換え蛋白質は本来の生理活性
を有していないため、適切な蛋白質変性剤により可溶化した後、変性剤を除去することで活性型の
構造に巻き戻す（refolding）ことが必要となる［7，8］。しかしながら構造未知な蛋白質が変性した後、
正確に巻き戻されたかどうかを示すことは不可能であるため、蛋白質は可溶性の状態で発現させ、
精製中に変性／再生の操作を除かなければならない。第一三に大腸菌の分泌蛋白質のシグナルペプチ
ドとの融合蛋白質としてペリプラズム画分や培養液中に分泌発現させることは可能であるが、融合
蛋白質を保護ペプチドとの連結部位で特異的に切断し、天然型と同様な成熟蛋白質を取得するため
にはいまなお問題がある。また、精製を簡便化するためにglutathione－S－transferase（GST）［9］や
His－tag（His－His－His－His－His－Hisペプチド）等との融合蛋白質として発現させる場合もあるが、
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封入体が生じたり、特異性の高いプロテアーゼで切断しても蛋白質の種類により切断されないこと
がある。
　一・方、動物細胞を利用した発現系は、特に高等真核生物由来の蛋白質については優れた利点があ
る。発現させた蛋白質は通常、適切に修飾されて生物活性を保持しており、そのほとんどが日的と
する細胞内画分に蓄積される。また組換え蛋自質の分泌発現法により活性型で培地中に生産させる
ということもできる。しかし、ジスルフィド結合を形成する二量体蛋白質や膜蛋白質の発現につい
ては一般則というものが存在せず、個々の蛋白質について最適条件を見つけだすという地道な努力
が必要である。例えばインターロイキンー12（IL－12）に代表される、2種類のサブユニットからな
る二量体蛋白質を作製する場合、2種類の蛋白質を同時にかつ同レベルに発現させる必要がある。
通常、　二量体蛋白質の作製にはコトランスフェクション法、すなわちサブユニット蛋白質をコード
する遺伝子を含有する2種類の異なる発現ベクターを混和して形質転換体を得る方法を用いる［7］．
しかしながら、2種類の発現ベクターを導入した形質転換体のほか、いずれか1種類の発現ベクタ
ーを導入した形質転換体も同時に作製される、2種類の発現ベクターを同時に導入した形質転換体
においても各サブユニット蛋白質の発現量に不均一性が生じる、或いは正確なジスルフィド結合を
形成できない等、多くの問題点を抱えているのも事実である。
　本研究では、上述の問題点を克服し、遺伝子組換え技術による有用な蛋白質を効率的に生産でき
るベクターシステムについて検討した（図1－1）。一般に組換え蛋白質を高効率に生産させるために
は、遺伝子の運び屋であるベクターの性能およびプロモーターの活性が重要な鍵となる。また精製
などの工程が直接コストに反映されることから、精製の簡素化も重要な課題である。その一一方で、
発現した蛋白質を利用し、環境に優しい再生可能な資源を原料とした有用物質生産プロセスを確立
することを目的に、新規な宿主一ベクターシステムの開発についても検討した。
　したがって本論文の構成としてまず初めに、第二章で“遺伝子組換え技術”に着目してその最も
基奉となるDNA塩基配列決定技術の高速化について検討を行った。また時期もしくは部位特異的
発現ベクター作製に必要な情報ネットワークからシスエレメントの同定のための発現解析技術につ
いても検討した。第三章では有用物質の新規生産法を確立することを目的に、“シアノバクテリア”
を宿主とした分泌発現法の開発、ならびに環境調和型のグリーンバイオケミストリーへの応用につ
いて論じたn
　－・方、現在の遺伝子工学技術では発現が困難な二量体蛋白質について着目し、第四章ではインシ
ュリンC鎖を利用した二量体蛋白質発現ベクターを創製し、産生される融合蛋白質の生物活性につ
いて検討した。また第五章では、第四章で創製したベクターシステムを利用してリガンドとレセプ
ターとの融合蛋白質を作製し、リガンド／レセプター結合が細胞内シグナル伝達分子を活性化する
分子機構について検討した。
　本論文では、このような順序で遺伝子組換え技術における有用プラスミドの構築とその応用につ
いて論じることにする。
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図1－1　有用物質生産の流れ
第二章　遺伝子工学技術の開発
第一節　緒言
　　　われわれ人間は、およそ10万種類以上に存在するといわれる遺伝子の情報により発生・分化・増
　　殖し、そして個体が維持されている。近年、人間の全遺伝子の解読を目指すヒトゲノム計画が急速
　　な進展をみせており、2000年6月末に90％のドラフト配列が民間企業と国立機関の協力により明
　　らかにされた．こうした状況を踏まえ、配列解読後にそれを活用する計画、一塩基多型解析（SNPs）
　　コンソーシアムが浮上してきている。すなわち、人間のゲノムの塩基配列は99．9％が共通であるが、
　　残り0．1％の違いが病気と関係していると考えられており、遺伝子の個人差につながるゲノムの塩基
　　配列の微妙な違い（いわゆる遺伝子の多型性）に関するデータベースを構築することである。その
　　一方で解読された配列情報から機能の未知な有用遺伝r一の探索も同時に始まっている。しかしなが
　　ら配列解析の速度はDNAシークエンサーやプラスミド調製装置などの装置の高性能化に依存する
　　反面、ストラテジーとしては未だ1980年代に開発されたshotgun法［1，2］およびprimer　extension
　　法［3コの組み合わせを用いている。今後、ストラテジーの発展がゲノム解析およびSNPsの速度を速
　　めることは確実であり、低いredandancyを達成できるshotgun法、　restriction　enzvrne
　　shotgun（RES）法［4，5］を開発した。本法は、　shotgun法およびnested　deletion法［6］の長所をあわ
　　せもっ画期的な方法であり、今後有用遺伝子の配列決定や構築した組換えプラスミドの配列確認な
　　どへの利用が期待できる。
　　　また現在まで大腸菌をはじめ、酵母やショウジョウバエ、線虫など10種類以上の生物種の全遺伝
　　子が明らかにされているにもかかわらず、機能が判明している遺伝子の数は意外と少ない。例えば
　　大腸菌ではopen　reading　frame（ORF）が約4，300個あるといわれるが、機能が既知な遺伝子は僅か
　　2，000個あまりしかない。残り2，000個は機能が未知であり、しかもその大部分は機能の予測すら
　　できない状況である［7－10］。一般に遺伝子が機能するためには、まずRNAに“転写”された後、蛋
　　白質に“翻訳”されなければならない。この現象をセントラルドグマといい、基本的には全ての生
　　物種で共通である［11］。また全ての遺伝子は常に機能（発現）しているわけではなく、刺激や外部
　環境の変化に応じて必要な遺伝子だけが働く。このとき、遺伝子の転写を制御する蛋白質を“転写
　　因子”と呼び、外部刺激や環境変化などのシグナルにより活性化された後プロモーターやエンハン
　　サー、サイレンサー領域に特異的に結合して発現を制御する［12］。したがって遺伝子の発現パター
　　ンから転写因子を特定し作用機序を予測することは、その遺伝子の機能を予測する上で重要である。
　　さらに発現情報を基に目的遺伝子の部位特異性もしくは時期特異性を改変することや組換え体を利
　用して目的蛋白質を大量に調製することも可能となる。そこで後半では、目的遺伝子の発現様式の
　解析手法を迅速化することを目的に、放射性同位体を用いない手法、蛍光定量PCR法［13－17］を検
　討した。
5
第二節　塩基配列決定技術の開発
　（1）restrictiQn　enzyme　shotgun　sequence（RES）法の原理
　　　RESシーケンス法の原理を図2－1に示す。第一段階として目的のDNA断片を2種類の制限酵素
　　（A），（B）で切断し、アガロースゲル電気泳動等で精製した後、4塩基認識の制限酵素でさらに部分分
　　解する。このとき、制限酵素（A）（もしくは制限酵素（B））の切断様式を片側にもつDNA断片と4塩
　　基認識の制限酵素の切断様式を両端にもつDNA断片が出現する。ショットガン法では両端に4塩
　　基認識の制限酵素で切断したDNA断片をランダムにベクターに挿入するため、クローニングした
　　断片の位置や挿入方向が不明であり、同一配列を何度も解析することが多い。ところが制限酵素（A）
　　および4塩基認識の制限酵素で切断したDNA断片をクローニングした場合、制限酵素（A）の切断様
　　式を片側にもっDNA断片のみが特異的に挿入されるため、クローニングした断片の位置や挿入方
　　向を特定できる。このようにして得られるクローンの塩基配列を解析することにより基本的には
　　nested　deletion法［6］と同様な結果が得られ、しかもredundancyを従来の約1／2以下に抑えるこ
　　とができる。
（2）restriction　enzyme　shotgun　sequence（RES）法の実験手順
1．DNA断片の調製
　　目的のDNA断片を制限酵素で切断した後、アガロースゲル電気泳動で単離・精製する。も
　しくは制限酵素部位を導入したPCRプライマーで増幅したDNA断片を制限酵素で切断、エタ
　ノール沈澱などで精製する。そして調製したDNA断片の濃度が0，1μg／mlとなるように、　TE
（10mM　Tris－CI，　pHl　8．0，1mM　EDTA）に溶解する。
2．制限酵素による部分分解
　　RESシーケンス法に使用する4塩基認識の制限酵素としてAccll，Afal，　Nul，　Ha　elll，　Sau3AI
　（表2－1）などが挙げられる。通常Haelllを含めて2種類の制限酵素で部分分解することによ
　り全領域をほぼ網羅することができる。なお制限酵素の選択はGC含量が高いときはAccllを
用い、AT含量が高いときにはAVtll等を用いるなど、　DNAの塩基含量を配慮するときがある。
　　一・方、DNA断片のベクターへの挿入効率は各断片のモル数に依存するため、　DNAの部分分
解は様々なDNA断片がほぼ等モル数で得られる条件で行う。通常では、0。2単位／μgと1単
位／μgの2段階で反応させる。
　　モデルDNAとしてプラスミドDNA（pBluescriptll）0．2μgを用い、各制限酵素で37℃、
　1時間反応した結果を図2－2に示す。0．2単位／μgで反応することにより高分子量のDNA断
片が、また1単位／μgで反応することにより低分子量のDNA断片がほぼ等モル数得られるこ
　とがわかる。
3．ライゲーション反応
　　“ライゲーション反応におけるDNA断片の挿入効率は分子量に依存する”と考えられてい
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るが、λDNAを用いた実験よりDNA断片の挿入効率はモル数に依存することを見いだした。
　実際、分子量マーカーとして利用するλ／EαっRI，Hindlll（λDNAを制限酵素EcoRU1加dllI
で切断）をランダムにpUCベクターへ挿入した場合、ほぼ一・定の害1」合で様々なDNA断片が挿
入されたクローンが同収できる（表2－2）。すなわち5kbのDNA断片でも1kb以ドのDNA断
片でも等モル数存在すれば、挿人効率はほぼ一定であることを示している。したがって4塩基
認識の制限酵素による部分分解で生じるDNA断片が全てモル数が等しければ、様々な断片が
挿入されたクローンがほぼ一・定の確率で調製でき、redしmdancy（重複↑生）を大幅に減少でき
る。
4．整列化クローンを用いた塩基配列決定
　　DNA断片の長さによって異なるが、通常、6時間培養した組換え大腸菌の培養液からプラス
　ミドDNAをプラスミド調製装置（PI－100；KURABC））で精製し、　Pv【1HもしくはB∬HII等
　で切断することによりクローンの整列化を行う。次いで500～600塩基程度欠失したクローン
　を選別しDNAシークエンサーで塩基配列を決定、データアセンブリを行うことて最終的に全
　塩基配列を決定する。
（3）restriction　enzyme　shotgun　sequence（RES）法による配列解析
1．1kbDNAの塩基配列解析
　　モデルDNAとしてSynechococcus　sp．　PCC7002（Aign］enellrun］quadruplicatum　PR－6）
のDNA断片1kbの塩基配列決定を行った。
　pUC19にクローニングされている同DNA断片をBaml－II、Hindlllで切断し、約1kbのDNA
断片を単離・精製した。（2）に記載した手順に準じて、制限酵素Haelll，　Nulで部分分解し
た。次いでpUC19のSmal－BamHIもしくはSmal－Hindlllと連結し、大腸菌JM109株を形
質転換した後、組換え大腸菌をスクリーニングした。各クローンを整列化した後、373S　DNA
Sequencer（PE　Biosystems）で塩基配列を決定しSequence　Navigator（PE　Biosystems）を用
いてアセンブルした結果、803bpからなるDNA断片であることが確認できた（図2－3）。
2．2kbDNAの塩基配列解析
　　モデルDNAとしてヒトMPL（myeloproliferative　leukemia　virus，　GenBank　M90102）遺
伝子（約2kb）、およびSynechococcus　sp．　PCC7002（Agn］enellrum　quadruplica亡um　PR－6）
　のRubisco遺伝子（GenBank　D13971）のDNA断｝」r約2．3kbの塩基配列決定を行った。
　　最初にPCR増幅したMPL遺伝子を制限酵素Xbal，　Xh　olで、またRubisco遺伝子を制限酵
　素BamHI，　EcoRIで切断、アガロースゲル電気泳動で精製した後、（2）に記載した手順に準
　じて、制限酵素Ha　elll，　Sau3AIで部分分解した。次いでpBluescriptIIもしくはpUCI9と連
　結し、大腸菌JM109を形質転換した後、組換え大腸菌をスクリーニングした。各50個の組換
え体をスクリーニングして整列化した後、373S　DNA　Sequencer（PE　Biosystems）で塩基配列
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を決定した。Sequence　Navigatc）r（PE　Bic，systems）を用いてアセンブルした結果、既知配列
と100％一致し、本法によるアセンブリエラーなどの誤りが’kじないことが確認できた（図2－4）。
（4）multi－priming　sequence法の原理
　　multFpriming　sequence法は制限酵素で切断したDNA断片をプライマーとして利用する塩基配
　列決定法であり、Sanger［18］やValenzuela　and　Siddiqui［19］らの方法の問題点であった感度面や
　精度面を克服している。以下に本法の利点を示す。
　　⑦サブクローニングを必要としない
　　②得られる制限酵素断片が同時に両方向のプライマーとして利用できる
　　⑧制限酵素地図を必要としない
　　④基本的にはプライマー合成を必要としない
　　また本法の原理を図2－5に示すが、最初に配列を決定するDNAを制限酵素で切断し、各DNA
　断片をアガロースゲル電気泳動で分離、精製する。これを“プライマー”とし、以後の操作に用い
　る。次に一鎖或いは＋鎖の一本鎖DNA（鋳型）に“プライマー”を加えて熱変性（95℃、3分間）
　した後、37℃で30分間放置することにより鋳型DNAとアニーリングさせる。その後、　DNA
　polymeraseを添加し修飾塩基（7－deaza　dGTP＞を含むdNTP／ddNTP溶液中でシークエンス反
　応を行う。この反応により“プライマー”を作製するときに用いた制限酵素の認識部位も再構成さ
　れるため、反応終了後に“プライマー”調製に用いた制限酵素を加えて反応生成物から“プライマ
　ー”を切り離し、シークエンスゲルで電気泳動する。もし反応生成物中に同様な制限酵素の認識部
　位が存在しても修飾塩基によって保護されるため、“プライマー”作製部位でのみ切断される。した
　がってシークエンスピークは、“プライマ・一一　’「の下流配列となる。
（5）multi－priming　sequence法による配列解析
　　モデルDNAとして、大腸菌ライブラリー（小原ライブラリ→8H17［6］を用いた。
　　小原ライブラリー8H17をBamHIで切断し、3．4kbのDNA断片（BamHI－BamHI断片）をア
　ガロースゲル電気泳動で単離・精製した。同断片をpBluescriptlI　SK（一）とSK（＋）（Stratagene，　San
　I）iago，　CA）のBaηH部位と連結し、　pBIO8MmおよびpB108Mpを作製した（図2－6）。また
phagemidのプロトコールにしたがい、1本鎖DNA、　pB　108M（一）およびpB108M（＋）を調製した。
　　最初に制限酵素で切断した断片がシークエンス反応のプライマーとして利用できるか、またシー
　クエンス反応産物を制限酵素で切断することでシークエンスピークが検出できるかについて検討し
　た。
　　3．4kbのDNA断片を含むpB　108MmをEcoRVで切断し、約0．7kbのEcoRV－EcoRV断片を
　アガロースゲル電気泳動で単離・精製した。同断片2pmolを一鎖の一本鎖DNA　pB　108M（一）2pmoI
　と混和して熱変性した後、37℃で30分間放置してアニーリングさせた。修飾塩基（7－deaza　dGTP）
　を含むdNTP／ddNTP溶液およびT7　Sequenaseを添加して37℃で5分間シークエンス反応を行
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った後、EcoRVを加え37℃で1時間反応させた。エタノール沈殿により精製した後、10adirtg溶
液に懸濁し、2種類のシークエンサー［蛍光DNAシークエンサ…GENEslS2000（DuPollt，
WilmingtQn，　DE）および373S　DNA　Sequencer（PE　Bi（うsystems，　Nc｝rwalk，　CT）］を用いて解析し
た。その結果、いずれの機種でも解析できたことから（図2－7）、本法は蛍光シークエンサーに対応
できることが判明した。
　次いで3。4kb全領域の塩基配列を決定するため、8種類のA／til－．・：Vul断片、2種類のEcoRV－Ec（りRV
断片および2種類のA・ull－Avtill断片、計12種類のDNA断片をアガロースゲル電気泳動で単離・
精製した（なおAlul－Alul断片はPCR増幅断片から調製した）。これらを“プライマー”とし、一鎖
或いは＋鎖の一本鎖DNA（pB108M（一）およびpB　108M（＋））共存一ドで熱変性（95℃、3分間）した。
アニーリング後、修飾塩基（7－deaza　dGTP）を含むdNTP／ddNTP溶液でシークエンス反応を行
い、制限酵素切断により反応生成物から“プライマー”を切り離した後、シークエンサーで解析し
た。その結果、いずれの断片でも良好なピークが検出でき、プライマーから300～400bp決定でき
た。ただし相補鎖確認ができなかった3領域については、primer　extension法で決定し、最終的に
BamHI断片の全領域の塩基配列を解析した（図2－8）。
第三節　非放射性定t　PCR技術の確立
　（1）非放射性定量RT－PCRの原理
　　　細胞の遺伝子発現は生育状態や生存環境により時々刻々と変化するため、細胞内でおきているこ
　　とを遺伝子の発現レベルで定量的に把握することは重要である。特に病理学、生理学や薬理学にお
　　いて、様々な薬物の細胞に対する効果を遺伝子の発現レベルで解析することはその作用機序を探る
　　ためにも必須になりつつある。
　　　近年まで遺伝子発現（RNA）を定量的に解析する方法として、ノザン法が広く利用されてきた。
　　しかしノザン法ではμgオーダーのRNA量が必要であり、また微量にしか発現されない遺伝子を
　　定量できない等、迅速性や効率の面で問題がある。一方in　situ　hybridization法は遺伝子の発現状
　　態を組織・細胞レベルで解析できる画期的な方法であるが、定最解析には適していない。
　　　そのため最近、遺伝子発現の定量解析法としてRT－PCR（reverse　transcription－polymerase
　　chain　reaction）法がよく利用される［20］。その理由として、（1）少量のRNAで解析できる、（2）
　　ノザン法よりも50～100倍高感度である、（3）発現が極めて低い遺伝子（ノザン法で検出され
　　ない遺伝子）でも定量できるなどが挙げられる。既に幾つかの定量RT－PCR法が確立されているが、
　　その多くは32　P放射性同位体標識した核酸を用いるため特殊な実験施設を必要とし、また煩雑な操
　　作が多い。
　　　一一般に定量RT－PCR法は、大きく2種類の方法に分類される。第一の方法は、内部標準DNAを
　　用いて遺伝子転写物であるRNAの絶対量を測定する方法である［21コ。この方法では微量なRN’A量
　　の変化を解析でき、しかも絶対量を決定できる。しかしながら、内部標準DNAの作製に煩雑な操
　　作が多いこと、増幅サイズや塩基配列の違いによる内部標準DNAと目的RNAとの増幅効率に違い
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があることなど、効率や正確性に問題がある。
　一方、第二の方法はPCR効率が対数的に増幅されるサイクル数でRNA量を測定する方法である
［22，23］。すなわち、予めPCR産物が対数的に増幅されるサイクル数の範囲を決定し、その範囲で
サンプル間におけるRNA量の変化を相対的に評価する。この方法は前述した方法と比べて迅速かつ
効率的であるが、少なくとも2倍の変動が観察されなければ比較できない［24］。
　今回確立した非放射性定量盟一PCR法は、後者の内部標準DNAを用いない方法に基く。原理を
図2－9に示すが、第一段階として細胞、或いは組織から全RNAを抽出・精製し、逆転写酵素を用
いて1st　strand　cDNAを合成する。第二段階では、合成したcDNAを鋳型に、目的とする遺伝子
の塩基配列に特異的なプライマーを用いて蛍光標識したdUTP存在下でPCRを行う。なおこのと
き、各遺伝子転写物の増幅回数については予め増幅効率が対数性を示す範囲を決定する。第三段階
では、得られたPCR産物と分子量マーカーを混和してPRISM　377　DNA　sequencer（PE　BiOsystems）
もしくはPRISM　310　GeneticAnalyzerで電気泳動する。そして目的分子量位置にあるピークの蛍
光強度をGENESCAN　672ソフトウェア（PE　Biosystems）により求め、一定の割合で増幅された
遺伝子転写物の相対量としてサンプル間で比較する。
　本法によれば、電気泳動上の同一レーンで蛍光の異なる複数のサンプルを同時に解析できるため、
何回も電気泳動を繰り返すことなく一一度に泳動・解析できる。しかも放射性同位体標識物質を使用
する従来法と比べて効率・迅速性に優れている。
（2）非放射性定量RT－PCRの検証
　　現在までに宇宙飛行に伴う宇宙飛行士の骨密度減少、或いは宇宙飛行ラットの骨形成阻害などが
　報告され、微小重力が骨代謝に影響を及ぼすことが示唆されている。しかしながらその分子メカニ
　ズムは未だ解明されていない。
　　宇宙開発事業団によるIML－2計画（1994年）で実施された「骨由来培養細胞（ラット骨芽細胞）
　の増殖・分化機構発現に及ぼす微小重力の影響」に関する飛行後の解析で、飛行群（4日および5
　口培養）では地上対照群と比較してプロスタグランジンE2が7～11倍上昇することを報告した［13］。
　プロスタグランジンE2の合成促進は、サイクリックAMPを介したシグナル伝達によるシクロオキ
　シゲナーゼ（COX）合成の誘導によりもたらされる（図2－10）。そこで本実験ではシクロオキシゲ
　ナーゼの二つのアイソザイム（COX－1，　COX－2）［25］の中で、特にサイクリックAMP等の因子や
　各種刺激により速やかに合成されるCOX－2に着目し、微小重力下における遺伝子発現の変化を従
　来法（放射性同位体標識法）と（1）に記載した非放射性RT－PCR法（以後、蛍光法と略す）を用
　いて解析した。
（A）実験材料・実験方法
　　ラット骨芽細胞は10nM　dexamethasone，2mMβ一glycerophosphate，0．5mM　L－ascorbic
　acid　lO％FBS（fetal　bQvine　serum）を含むEagle’s　MEM培地で培養した。飛行3日前にlxlOci
　細胞を細胞培養ユニット（CCU）16個（8個を飛行、8個を地h対照群）に接種し、シャトル
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内でもしくは地上で軌道に達してまで室温に放置された。軌道上で、これらの細胞を37℃、5％
CO2／95％airの条件で培養を開始し、3日日に・1個のCCUにっいて培養培地をO．11－1M　lα，25
（OH）2vitamin　D：iを含む培地と交換した。1日間培養した後、5M　guanidine　iso－t止lic）cvanate
（GTC）溶液で細胞を固定化し、－20℃で保管した（培養4日）。残り4個のCCUについても、4
日目に同様な操作を行い、－20℃で保存した（培養5日）。なお各実験の地上対照は、3時間遅
れて実施した。
　グアニジンチオシアネート液で固定された各サンプルからセシウムトリフルオロ酢酸一EDrl遮
超遠心法によりRNAを調製した。逆転写酵素を用いて、　R　N　A　1μgから1st　strand　cDNA
を合成、定量RT－PCR法の鋳型とした。・・方ラットCOX－1，2遺伝子およびハウスキーピング
遺伝子であるGApDH遺伝子に特異的なプライマーは、　cDNA塩基配列データを参考に設計・
合成した。配列を以下に示す。
COX－1－S：
COX－1－AS：
CQX－2－S：
CQX－2－AS：
GAPDH－S：
GAPDH－AS：
51－ttt　gca　caa　cac　tt二c　acc　cac　cag－3’
5Laaa　cac　ct二c　ctg　gcc　cac　agc　catニー3’
5Lact　tgc　tca　ctt二　t二gt　tga　gt二c　att二　c－3’
5’－ttt　gat　tag　tac　tgt　agg　gtt　aat二9－3’
51－acc　aca　gしc　cat　gcc　at二c　ac－3’
5Ltcc　acc　acc　ctg　tt二9　ctg　t二a－3’
PCR条件（COX－2，　GAPDH）
　　94℃，5分→［94℃，40秒；55℃，40秒；72℃，1分：xサイクル］→72℃，7分
PCR条件（COX－1）
　　94℃，5分→［94℃，40秒；63℃，40秒；72℃，1分：xサイクル］→72℃，7分
PCR組成（放射性同位体標識法）
　　　　　　　cDNA
　　　　　　　x10Ex　Taq　buffer
　　　　　　　dNTP
　　　　　　　α一32P　dCTP（3，000Ci／mmol）
　　　　　　　primer－S
　　　　　　　primer－AS
　　　　　　　Ex　Taq（5　unit／μD
　　　　　　　d．water
PCR組成（蛍光法）
　　　　　　　cDNA
　　　　　　　x10Ex　Taq　buffer
　　　　　　　dNTP
　　　　　　　RIIO－dUTP
　　　　　　　primer－S
　　　　　　　primer－AS
　　　　　　　Ex　Taq（5　unit／μ1）
　　　　　　　d．water
　　　　　1μ1
　　　　　5μ1
　　　　　4μl
　　　　O．2μ1
　　　1　O　pmol
　　　1　O　pmol
　　　　O．5μl
adjust　to　50μ1
　　　　　1μ1
　　　　　5μ1
　　　　　4μ1
　　　　0．1μ1
　　　10　pmol
　　　10pmol
　　　　O．5μI
adjust　to　50μ1
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（B）COX－2遺伝子の発現変化
　　最初に、C（）X－2遺伝子のPCR効率がサイクル数に対して対数的に増幅する範囲について決
　定した、地i二対照群のcDNAを鋳型に定量標準曲線を作成したところ、対数的に増幅する範囲
　は従来法では18～30サイクル、蛍光法では20～30サイクルであった（図2－11）。以上より、
　定量RT－PCRサイクル数を手法に関係なく26サイクル（矢印）と決定した。
　　次に、決定したPCRサイクル数で宇宙培養細胞と地上対照群におけるCOX－2遺伝子の発
　現量の比較を試みた。結果を図2－12に示すが、宇宙培養細胞（図中のF：Flight）では地上対
　照群（図中のG：Ground）と比較して数倍～十数倍の発現上昇が観察された。しかもその充進
　は手法に依存しないことが明らかとなった。しかし、蛍光法で得られたCOX－2遺伝子の発現
　上昇は従来法と比べると数倍高く、またサンプル問でのばらつきが少なかった。これは、標識
　されたデオキシリボ核酸（α一’12P　dCTPとRl　lO－dUTP）の違いが取り込み効率に影響を及ぼ
　した可能性が考えられる。
　　一方、ハウスキーピング遺伝子（細胞内で定常的に発現する遺伝子）であるグリセルアルデ
　ヒド3　一一リン酸脱水素酵素（GAPDH）は宇宙培養細胞と地上対照群とで顕著な差が認められ
　なかった（図2－13＞。したがって、微小重力環境で骨芽細胞によるプロスタグランジンE2産
　生が宜進する作用機序として微小重力によりプロスタグランジン合成の律速酵素であるCOX－2
　の産生が誘導されたためと考えられる。
第四節　考察
　　　　　生物は環境からのシグナルに応答して生命現象を営んでいる。この反応がいわゆる細胞レベ
　　　　ルでの外来刺激への応答とよばれるものである。細胞には増殖因子、分化因子、ストレス、細
　　　　胞死誘導因子等、様々な環境シグナルが作用する。その結果、細胞の運動性、増殖・分化、生
　　　　と死、代謝活性が決められ、その統合が組織および個体を運命づける。
　　　　　例えば、骨は常に破骨細胞による骨吸収と骨芽細胞による骨形成を繰り返している。いわば、
　　　　骨を一一方で破壊しながら他方で形成する調和のとれたバランスにおいて骨形態や骨強度を維持
　　　　し、さらには血中カルシウム濃度の保持に貢献している。この現象が骨リモデルリングと呼ば
　　　　れるものであるが、老人性骨粗霧症患者やBed－restにより併発する続発1生骨粗霧症患者ではこ
　　　　のリモデリングがアンバランスになることが報告されている。すなわち、プロスタグランジン
　　　　（PG）合成経路で機能する酵素、特にシクロオキシゲナーゼ（COX－2＞の発現が誘導されてPGE2
　　　　をはじめとする様々なPG類や炎症性サイトカインが産生され、破骨化が促進される報告があ
　　　　る［26］。一方、本章の後半で述べた無重力環境下で培養した骨細胞においてもCOX－2や骨吸
　　　　収を促すその他の遺伝爺の発現が増強され、他方骨形成を促す遺伝子の発現が著しく抑制され
　　　　た。このことから、無重力下での骨リモデルリングの遺伝子ネットワークの変化は骨粗嶺症の
　　　　発症メカニズムと類似であると考えることができる。したがって、COX－2遺伝子等の転写調節
　　　　領域をもつ発現ベクターによるCOX－2の機能もしくは遺伝子発現を特異的に抑制できる遺伝
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r一治療法は、無重力下におけるアンバラシスな骨リモデルリング或いは骨粗潔症の治療に有用
である可能性がある。
　このように少量のRNAから数多くの遺伝子の発現様式を効率的かつ迅速に解析できる手法は、
外部環境変化への応答メカニズムを予測するのみならず、その発現様式を利川した治療法を考
案できる可能性がある。なお本法は、（1）異なる蛍光色素で標識することにより同・レーンで
泳動した複数のサンプルを異なる蛍光波長で同時に検出できる、（2）100サンプル以ヒを約4
時間という短時間で解析できる、（3）微量なRNAから複数の遺伝r一の発現状態を解析できる、
などの利点がある。したがって本法は、本章で紹介した宇宙細胞実験など限られたスペースで
の培養実験以外にも部位もしくは組織特異的な遺伝子治療用ベクターの開発のための臨床献体
を用いた遺伝子発現解析等、多岐に利用できる手法であるとともに、未知遺伝子の機能を推定
するときに有用な情報を提供するといえる。
　一一方、本章の前半で紹介したRES法は現在ゲノム解析のB流であるshotgUn法よりも低い
redandancyをもつため、スピードが要求される配列解析に好適である。近年のLk）1〕g　read技
術の確立で1runで約1，000塩基解析できるようになり、スクリーニング数やシークエンスす
べきクローン数を軽減できるようになった。したがって、RES法はゲノム解析のみならず、新
規蛋白質の同定→遺伝子の取得→遺伝子の配列解析という…連の流れを迅速かっ高い精度で実
施できると期待できる。その一方で、筆者らはシークエンス条件の最適化により数Mbのゲノ
ムDNAを鋳型に直接塩基配列を決定できる技術を確立し、今後RES法と組み合わせることに
より新たなストラテジーを確立できると考えている。
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enzyme　A enzyme　B
◎制購による切断
Haθ111　　　　　　　　Haelll
Haell1による部分分解
　　　A（RE）1Haelll　　　　　　Haelll／Haelll
■＝＝＝＝：＝］i　　［＝：］
　　　　　　　　　　クローニング
B（RE）1HaθllI
　　　　　　　口
　　　　　　　クローニング
vector／A（RE），　blunt　　　　　　　　　　　　　　　　　vector1B（RE》，　blunt
　　　　図2　一・1　restriction　enzyme　shotgun　sequence（RES）法の原理
表2－1RES法に利用する制限酵素
制限酵素 認撤配列
Ace工I
Afa工
みユロI
Haeエエエ
Sau3AI
CG↓CG
GT↓AC
AG↓CT
GG↓cc
↓GATC
（blunセ　end）
《blunt　ond）
｛blunt：o夏d｝
（blunt　ond）
（cohe8ive　ond）
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　　≠‘dl　4！，ノI　h’　？e　lll　A！J・’［　53　－、［
’イ　．　，二1　　　，ノ　　〔．．Z　l　、∵　、　L’≧1「！
　　　　　　　　図2－2　4塩基認識の制限酵素によるpBluescriptllの切断パターン
　pBluescriptllをAccl1，　Afal，　Alul，　Haelll，　Sau3Al，で37℃、1時間反応後の電気泳動パターンを示す。
各レーンの0．2は0．2単位／μgでの反応後のパターン、各レーンの1は1単位／μgでの反応後のパター
ンを示す。分子量マーカーはλDNAをEcoRl，　Hind川で切断したDNA断片を用いた。
表2－2　λDNA／ElcoRl，　Hind　l　l　l断片の挿入効率の解析結果
挿ス断片
　（kbp♪
λDNA－一ρしノC　19（mol：moO
3，1 1：1 O．3：1 o．　1：1
5，75／498　　　2／20θ0％フ
4．27
7．91
7，58
ア．38
0．95
0．83
4／20ぐ20％♪
ア1／20（55％♪
2／20θ0％フ
1／20ぐ5％♪
2／20θ0％フ
6／20（30％フ
7／20ζ5％♪
4／20ぐ20％フ
2／20θ0％フ
7／20ぐ5％♪
3／20θ5％フ
3／20θ5％フ
3／20θ5％フ
4／20ぐ20％フ
3／20θ5％フ
2／20θ0％フ
2／20θ0％♪
2／20θ0％フ
2／20θ0％フ
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E，？　’「　vl あ’・o一
一一iiF－一一一一一一’・一一一一一一一一一
　　　　　lt：，
層iム　い『
5ど」’1
卜甲 1　　　1・1
ft「｛
　　　　　　　　　　　図2－3　1kb断片の整列クローンの電気泳動パターン
　RESシークエンス法により得られた整列クローンをPvul　1で切断し、電気泳動した結果である。なお分
子量マーカーはλDNAをEcoRl，　Hindlllで切断したDNA断片を用いた。
　tn・ユ　　　　　　　　　　　　　　　ニJ　
，Xt」lHe州1，Sedい1
　　　：t．n
　t！トLpB」1・．’rl：’紅
M　　1　　　3　4　う　　　　゜　8　9　に1tl’
）’IJe｝　／tde皿．5J二！；A】
／　　　　4　　　　1i　’
　　　　　　　　　　図2－4　MPL遺伝子の整列クローンの電気泳動パターン
　RESシークエンス法により得られた整列クローンをBsslHlで切断し、電気泳動した結果である。なお
分子量マーカーはλDNAをEcoR1，　Hind　l　l　1で切断したDNA断片を用いた。
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1．プライマーDNAの調製 ? ?
GATATC　　　　　　　GATATC
CTATAG　　　　　　　CTATAG
???
◎　DNA断片一
ATC GAT
TAG CTA
??））???（（
2．シークエンス反応 ◎熱変性
ATC GAT ? TAG CTA
◎アニー・ング
???
3．制限酵素消化、データ解析
◎制…による…
’　■　・　■　．　■　鱈　■　膠　■　●　●　o　■
図2　－5　muiti－priming　sequence法の原理
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BamHI」EcoRV　EcoRV
ヴ
BssHIIPvμH
pBIUCSCr｛pt工【
　　SK（一）
BamHI
　　　尋
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　図2　－6　pBM108Mmの遺伝子構造
　The　black　rectangular　box　represents　the　3．4kb　insert　E．coli　DNA　contained　in　pBluescriptl［SK（一）．　The　positions
ofthe　restriction　enzyme　sites　are　indicated　as　fbllows；Bam田，　B∬Hll，　EcoRV　and　Pvull．　The　left　and　right　arrows
show　the　PCR　primers，　KS　and　T＃，　respectively．
2：02　SK－，EEO7
t17
2：32
0．100
Volte
　　　　o。ooo
G　O　　I50
　　　　　　　　　　　　　図2－7　DNAシークエンサー　GENESIS2000による解析結果
　The　results　of　DNA　sequence　obtained　with　EcoR．V－EcoRV　DNA　f｝’agment（O．7kb）as　a　primer．　The　data　output
from　an　automated　DNA　Sequencer（GENESIS　2000，　DuPont）is　shown．
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㎝HI
8‘oRV　　　　　」εごoRV
@　　　」41μ1 A’凹M1翼I　　　A’d
8∬HII　　　　　　　　P曜II
@　　　　A伽IAJ“IA’d〃μ1　　8σ蹴
←←
　　　　　　図2　－8　小原ライブラリー8H17（BamHI－BamH1断片，3．4kb）の塩基配列解析結果
　Arrows　show　the　extents　of　sequences　determined　using　restriction　fragments　as　primers．　Dotted　lines　show　those
determined　using　synthesized　oligonucleotides．
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［第1段階］
　RNA　purification
　　　　↓
　cDNA　synthesis
・第・段階・ P
PCR
・第・段階
quantification
0　　　1　　　　　　　300　　4　　　5　　　　　　　　7Ol
図2－9　非放射性定量PCR法の原理
アラキドン酸、エイコサペンタエン酸など
　　　　　　　　　　壷　　　　 cy　clO　ox　ygen　as　e
　　　　　　　　　　　　　（COX－1，2♪
　　　　　PGGI，PGG2，PGG3
P？12?
??
P？F2?
図2－10　プロスタグランジン類の合成経路
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【???????????）＝??????????
4
15 20 笛
PCR　cycle
30 35
????????????
15 20 25
PCR　cyde
30 35
　図2－12　COX－2遺伝子の定量標準曲線
左図は蛍光法、右図は従来法による結果を示す。
chember＃
　　　1
　　　3
???
?
?
O 1　　　　　　　　2
PeCkHoight　（x101｝
3
chembor＃
　　　1
　　　3
??
??
???
0 1 2　　　　　3
PSし（xlO4｝
4
図2－13　定量RT－PCR法によるCOX－2遺伝子の発現解析
　　　左図は蛍光法、右図は従来法による結果を示す。
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chamber＃
3
??
?
???
o 2　　　　　　4　　　　　　6
　Poak　H●ight（xlOl｝
8
chamber＃
　　　1
　　　3
?
?
?
0 2　　　　　4　　　　　6
　　PSL（翼103｝
8
図2－14　定量RT－PCR法によるGAPDH遺伝子の発現解析
　　　左図は蛍光法、右図は従来法による結果を示す。
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第三章　ラベル化蛋白質発現のための宿主一ベクター系の開発
第一節　緒言
　　　シアノバクテリアは、CyanOphytaを形成する一群の微細藻類で、大腸菌等と同様に細胞中に核
　　膜をもたない原核生物に分類される。しかしシアノバクテリアは高等植物や真核生物と同様、水を
　　分解して還元力を獲得し、同時に酸素を遊離する“酸素発生型”の光合成を営む。これらシアノバ
　　クテリアのもつ光合成機能や膜系の特徴は、植物の細胞内小器官である葉緑体のモデル系として多
　　くの研究が行われている。
　　　一一・般にシアノバクテリアの種類は形態的には単細胞性と糸状体を形成するものに分けられるが、
　　生理的にはさらに多様である。すべてのシアノバクテリアは二酸化炭素を炭素源として“光従属的
　　に”生育できるが、一部のシアノバクテリアは窒素を還元して固定する能力をもち、窒素固定のた
　　めに特殊化した細胞に分化した種類もある。また細胞懸濁液にDNAを加えて培養することでDNA
　　を細胞内に取り込むことができる、遺伝子操作に好都合な性質（形質転換能力）をもつものもありi
　　現在までに形質転換できる株として単細胞性11種類と糸状性13種類が報告される（表　3－1）。
　　　例えば、単細胞性Aηacys亡is　nidulanベクターとして有効とされる［1－4］。同様にSynechococcus
　　sp．　PCC7002（Agmenellum　quadruplica亡um　PR－6）から単離されたpAQ　1とpBR322または
　　pBR325とのキメラプラスミドもシャトルベクターとして有効であることが報告されている［5，6］。
　　　単細胞性の多くは、上述したように細胞懸濁液にDNAを加えて培養することでDNAを細胞内に
　　取り込むことができる。このとき取り込まれたDNA中に宿主のゲノムDNAと相同な領域が存在す
　　ると、両者間で相同組換え（homo10gous　recombination）が起こり、外来遺伝子がゲノム中に取
　　り込まれる。このような性質をもつため、これらのシアノバクテリアでは遺伝子を導入して形質転
　　換を容易に行うことができる。
　　　現在、シアノバクテリアを宿主とした外来蛋白質発現用ベクターの開発も進められており、その
　　報告は年々増えている（表3－2）。しかしその発現量は、いずれも宿主の全もしくは可溶性蛋白質の
　　1％にも達しておらず、解決すべき課題も多い。シアノバクテリアは太陽エネルギーを利用して二酸
　　化炭素を固定し、有用物質を産生することから、その特性を生かすことで今後低コスト・省エネル
　　ギー・省資源化が可能な物質生産システムが期待できる。また、生育するときに窒素源として硝酸
　　イオンもしくはアンモニウムイオン、炭素源として二酸化炭素を利用することから、ラベル化蛋白
　　質作製の低コスト化も期待できる。そこで本章では、Synechococcus　sp．　PCC7002の宿主一ベク
　　ター系を開発するために、同宿主で高活性なプロモーター（遺伝子の発現制御を担う）をもち、か
　　っ高いコピー数であること、また菌体内で安定に存在するベクターの構築を検討した。特に、高い
　　コピー数のシャトルベクターを構築するためにはシアノバクテリアのもつプラスミドの複製領域の
　　構造および複製機構を解明することが必要不口丁欠であると考え、まず初めにプラスミドの特性を解
　　析した。
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第二節　内在性プラスミドpAQ1と相同組換え
　（1）内在性プラスミドpAQ　1の塩基配列解析
　　　単細胞性や糸状性の区別にかかわりなく、シアノバクテリアにはプラスミドDNAを有する種が
　　多い。シアノバクテリアの形質転換に用いられているベクターの多くは、これら内在性プラスミド
　　に大腸菌由来のプラスミドベクターを導入して、大腸菌でもシアノバクテリアでも複製可能とした、
　　いわゆるシャトルベクターである。
　　　5yηechococcしzs　sp．　PCC7002（Agmenel！un〕quaciruplicatum　PR－6）は、6種類の内在性プラス
　　ミド（4，5kbから112kb）をもつ、単細胞性で海洋性シアノバクテリアである［7］。現在までに内在
　　性プラスミドの一つであるpAQ　Iに大腸菌由来のプラスミドを導入したシャトルベクターが構築さ
　　れているが、pAQ　1の塩基配列は不明であり、その複製開始点も解明されていない［5，6］。そこで本
　　節ではプラスミドpAQ　1における複製開始点や複製機構等を解明することを目的に、　pAQ　1の遺伝
　　子構造を解析した。
　　　対数増殖期にあるS－vnech　ococctis　sp，　PCC7002培養液（3xlO【°cells）から凍結融解およびアル
　　カリーSDS法により、全内在性プラスミドを調製した。さらにRNase処理、20％ポリエチレングリ
　　コールー2．5M　NaCI沈澱による精製を行い、　TE溶液に懸濁したc得られた全プラスミドをアガロー
　　スゲル電気泳動により各プラスミド毎に分離し、約4．5kb付近に存在するDNAバンド（pAQ　1）を
　　単離・精製した。次いで、精製したプラスミドDNAをHindlllで切断してpUC19にクローニング
　　し、挿入方向の異なる2種類のクローンpAQ1／pUC19とpAQ　1／pUCIgcを作製した（内在性プ
　　ラスミドpAQ　1の制限酵素地図はStevensらによって既に作成され、プラスミドpAQ　1は制限酵素
　　Hindlll部位を1箇所もつことが知られる［5，6］）。
　　　pAQ　1／pUC19とpAQ　1／pUC19cをそれぞれK加1／Xbalで切断した後、　ExonucleaselIIによる
　　nested　deletiOn法（段階的欠失法）により欠失クローンを調製した。各クローンの塩基配列をDNA
　　シークエンサーGENESIS2000（DuPont，　Inc）で決定するとともに、欠失クローンで決定できな
　　い領域については6本のプライマーを合成して相補鎖を含め決定した。このようにして得られた塩
　　基配列データをDNASISによりアセンブルした後、全塩基配列を決定した（図3－1）。
　　　その結果、プラスミドpAQ　1は4，809bpからなる環状DNAであり、少なくとも4種類のORF
　　（50アミノ酸以上の蛋白質をコードする遺伝子領域）すなわちORF943、　ORF93、　ORF71、　ORF64
　　をもつことを見出した。特にORF943は、既知のシアノバクテリアPCC7942のプラスミドpUH24
　　の複製に関与する蛋白質rep［8］とアミノ酸レベルで比較的高い相同性をもち、類似の機能を持つこ
　　とが示唆された（図3－2）。またStevensらによって作製されたシャトルベクターでは、　ORF943
　　遺伝子領域内にある制限酵素Hindlll部位で大腸菌プラスミドと連結しているため［5，6］、いずれの
　　ベクターもORF943が機能できないことが判明した。
　　　同様に他のORFにっいても相同性からの機能予測を試みたが、既知配列との相同性は低く、機能
　　解析はできなかった。ところが、DNAレベルでpAQ　1はSyηechococcus　sp．　NKBG　O42902のプ
　　ラスミドpSY10（D14403）やMicrocystis　aeruginosaのプラスミドpMA2（D17448）と相同性
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をもち、特にpMA2と高い相同性を示した。
　またプラスミドは、複製開始点（orノ）と呼ばれる特徴的な繰り返し配列をもち、プラスミドの複
製を制御する。プラスミドpAQ　lにおいてもORF943の下流3073～3136領域に16塩基からなる
繰り返し配列（gatttgctctgcggta－一一一gcctttgctcttctggta）およびヘアピン構造となるパリンドロ
ーム配列があり、また同領域の配列はATに富んでいる［9］。これらの特徴は、いずれも原核生物の
プラスミドの複製開始点（ori）と共通することから、本領域がプラスミドpAQ　Iの複製開始点であ
ると推定した。
　さらに興味深いことにSyηechococcus　sp．　PCC6301のsm亡B遺伝子に見出されたHIPIエレメ
ント（highly　iterated　palindrome；GCGATCGC）［10，11］が高頻度にpAQ1に存在する。
Svnechococcus　sp．　PCC6301は長時間重金属に暴露されると、　smtB遺伝子にあるHIP1エレメン
トで組換えが生じることによりsmtB蛋白質が産生されなくなり、その結果srntB蛋白質により抑
制されていたsn〕齢遺伝子の転写が誘導されて重金属耐性となる。したがってプラスミドpAQ　1に
存在するHIPIエレメントも組換えに深く関与すると考えられる。
（2）シャトルベクターpAQJの作製
　　　全体の実験手順を図3－3，4に示す。
（a）pAQJ　1
　プラスミドpAQ　1をHindlll切断して得られる約4．8kbのDNA断片をpUC19のHindlll部位
にクローニングし、シャトルベクターpAQJ1をf乍製した（前項で作製したpAQ　1／pUC19cがpAQJ　1
に対応する）。pAQJ　1では、　ORF943とpUC19のlacZの転写方向が一致しているが、　ORF943は
Hindlll部位で切断されている。
（b）pAQJ3
　　（a）で調製したpAQJ　1をEcoRI／Stul切断して得られる約2．9kbのDNA断片をpUC19の
Ec（）RI／Hindlll（平滑末端化処理）部位にクローニングし、　pAQJ3を作製した。　pAQJ3ではORF943
とpUC19の1a　cZの転写方向は一致しているが、　pAQJ1と同様にORF943はHindlll部位で切断
されている。
（c）pAQJ2
　pAQ　1をStulで切断して得られる約4．8kbのDNA断片をpUC19のSmal部位にクローニング
し、pAQJ2を作製した。　pAQJ2ではORF943とpUC19の1acZの転写方向が一致しており、また
ORF943は成熟体として機能する。
（d）pAQJ4
　　（c）で調製したpAQJ2をSaclで部分切断して連結させることでpAQJ4を作製した。　pAQJ4
ではORF943とpUC19の1acZの転写方向は一致し、しかもORF943はHindlll部位で切断され
ていない。さらに作製したpAQJ4をEcoRIで切断し、　multi　cloning　s　ite（MCS）を作製した。
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（e）pAQJ　1欠失クローン
　PAQ　1の全塩基配列決定に用いたpAQJ　I欠失クローンより5種類のクローンを選別、プラスミド
DNAを調製した・調製した各クローンを挿入断片の大きさ順にpAQJ2－Dl，　D2，　D3，　D4，　D5とし
た。
（f）pAQJ3欠失クローン
　pAQ　lの全塩基配列決定に用いたpAQ　1／pUC19欠失クローンより・1種類のクローンを選別、プ
ラスミドDNA（Dl，　D2，　D3，　D7）を調製した。さらに、　pAQJ1を鋳型に新たに合成したプライマ
ー（下記配列）とreverse　primerを用いてPCRを行い、3種類の増幅断片を調製した。各断片を
Klenow　fragmentおよびT4　polynucleotide　kinase（Amasham　Pharmacia　Biぐ）tech）で平滑
化、リン酸化処理およびHindlllで切断した後、　pUC19の制限酵素Hindlll／Hincll　I尉1位にクロー
ニングし、欠失クローンを作製した。得られた各クローンを挿入断片の大きさ順にpAQJ3－Dl，　D2，
D3，D4，　D5，　D6、D7とした。
　　　　　　prirrEr　D4（2126）：　5’－t二tc　ct二t　t二gg　gcc　tat　tg－3’
　　　　　　primer　D5（2264）：　5’－tcg　at二c　cag　cat　tgg　ctニー3’
　　　　　　primer　D6（2391＞：　5Lgcg　tca　gcg　ggc　gaa　atニー3’
（g）pAQJ4欠失クローン
　pAQJ4を鋳型に新たに合成したプライマー（下記配列）とuniversal　primerを用いてPCRを行
い、3種類の増幅断片を調製した。各断HをKlenow　fragmentおよびT4　polynucleotide　kinase
　（Amasham　Pharlnacia　Biotech）で平滑化、リン酸化処理およびEcoRIで切断した後、　pUC19
の制限酵素EcoRI／Hincll部位にクローニングし、欠失クローンを作製した。得られた各クローン
をpAQJ4－D1，D2，　D3とした。
　　　　　　priエma　D1（1142）：　5Lt二ga　ct二c　acc　gca　tcc　aa－3’
　　　　　　prirr∋r　D2（1979）：　5Lcgc　cat　gtt　tgg　aga　cc－3’
　　　　　　prirner　D3（2266）：　5’－gat　cca　gca　t二tg　gct二aa－3　t
（h）pAQJ2欠失クローンの作製
　pAQJ2をKpnl／！VheI切断し、　Ex⊂）nucleaselllによる段階的欠失法により欠失クローンを調製し
た。各クローンをアガロースゲル電気泳動、および塩基配列決定による確認を行い、ORF領域を段
階的に欠失した5種類のクローンpAQJ6－D1，D2，　D3，　D4，　D5を作製した。
　作製した20種類の欠失クローンおよびシャトルベクターpAQj　1，2，3，4（図3－4）を用い、　Stevens
らの方法［5，6］によりシアノバクテリアPCC7002の形質転換を行った。アンピシリン4μg／mlを含
むmediunL4寒天培地上で各組換え体を選別、各ベクターの形質転換効率を求めた。またシアノバ
クテリア組換え体の培養液をアンヒシリン・1μg／mlを含むmediumA培地（5m1）に懸濁して対数
増殖期まで培養した。アルカリSDS法により全プラスミドを調製し、全量を用いて大腸菌JMIO9
の形質転換を行った（戻し形質転換法）。出現した組換え大腸菌各5クローンからプラスミドDNA
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を調製し、組換え体から回収されたプラスミドDNAと作製した各プラスミドDNAのPvαII切断様
式を比較することでプラスミドの安定性を解析した。
　20種類の欠失クローンと各シャトルベクターの遺伝子構造およびシアノバクテリア内での相同組
換えの有無および形質転換効率を表3－3にまとめた。pAQJ3欠失クローンとpAQJ4欠失クローン
との違いは、プラスミドの複製開始点領域（Hincllll～Sacl領域）の有無である。複製開始点をもつ
pAQJ4欠失クローンの場合、　pAQJ4－1）3で著しく形質転換効率が減少した以外はほぼ一定の形質転
換効率を示し、また全てのクローンで相同組換えを生じなかった。一方、複製開始点をもたないpAQJ3
欠失クローンの場合では、ORF943領域が短くなるにつれて形質転換効率も減少し、しかも全ての
クローンで相同組換えを生じた。さらに組換えを生じたクローンをHindlllで切断して得られる約
4．8kbのDNA断片の塩基配列を決定した結果、プラスミドpAQ　1の塩基配列と100％一致し、欠失
や挿入等の変異は認められなかった。以ヒの結果から、（1）pAQJ3およびpAQJ3欠失クローンはそ
れ自身のみでは自律複製できないため、内在性のpAQ　1との組換えにより複製が可能となる、
（2）pAQJ　3－D6が形質転換能をもたないことからプラスミドpAQ　1との相同組換え領域は2264－2396
塩基領域であると考えられる。通常、複製開始点領域を欠失したプラスミドの形質転換効率は3桁
以上低下するが、pAQJ3ではpAQ　1との相同組換えが生じるため、その低下は僅か1桁になったと
考えている。
　また4種類のベクター（pAQJ　1，　pAQJ2，　pAQJ3，　pAQJ4）のシアノバクテリア組換え体における
安定性について、サザン解析により決定した。シアノバクテリア組換え体各3コロニーをアンピシ
リン4μg／mlを含むmediumA培地（5ml）に植菌して対数増殖期まで培養した後、アルカリSDS
法により全プラスミドを調製し、サザン解析の試料とした。常法にしたがい、各プラスミドDNA
をアガロースゲル電気泳動を行いナイロン膜に転写、固定した後、βラクタマーゼ領域およびpAQ　1
をプロープとしてハイブリダイゼーションを行った（図3－5）。βラクタマーゼ領域をプローブに用
いた場合、pAQJ　1，　pAQJ2，　pAQJ4で形質転換した組換え体から調製した全プラスミド分画には
pAQJ　1，　pAQJ2，　pAQJ4のプラスミドの位置にバンドが検出されたが、　pAQJ3で形質転換した組換
え体からはpAQJ3に相当するバンドが検出されなかった。戻し形質転換の結果からpAQJ3はpAQ　1
と相同組換えを生じることから、7kb付近にあるバンドが相同組換えによって生じたプラスミド
DNAであると考えている。またβラクタマーゼ領域およびpAQ　1をプローブに用いたときに現れ
る高分子量側にあるバンドは、導入したpAQJベクターの多量体もしくはpAQJとpAQ　1との組換
えベクターの多量体であると思われる。
　興味深いことに、大腸菌のプラスミドではpUCやpBRのような多コピー・一・なものでも、形質転換
体ではもともと内在したプラスミドは消失する、いわゆるプラスミドの不和合性が起きることが知
られる［12コ。しかし、サザン解析からシアノバクテリア組換え体では元来内在するpAQ　1が残存し
ていた。このことは、シアノバクテリアでは大腸菌と異なりプラスミドの不和合性が起きない、も
しくは起きにくいことを示している。それ故、pAQJ　3に代表される複製開始点領域を欠失したプラ
スミドは、容易に内在するプラスミドと組換えが生じることが可能となり、また組換えにより複製
開始点領域を獲得したプラスミドは、安定に保持されると類推できる。
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　以一ヒの結果より・本実験で作製したPAQJ4は高い形質転換効率を示し、かつシアノパクテリア内
で内在性プラスミドとの相同組換えを生じない自律複製型のシャトルベクターであると考えられる。
すなわちシャトルベクターpAQJ4は、シアノバクテリアの外来遺伝子発現に最適なシャトルベクタ
ーであるといえる。そこで外来遺伝子の挿入を容易にするため、7種類の制限酵素部位をもっDNA
鎖（下記参照）を合成し、pAQJ4のEcoRI部位に挿入、　PAQJ4－MCSとpAQJ4－MCS（C）を作製し
た。
　　　oligQmer　N1：
　　　　　5’－aat二　tca　t二cg　atg　gta　ccc　g99　atc　cct　gca　gtc　t二ag　a－3’
　　　oligomer　C1：
　　　　　5’－aat二ttc　tag　act二gca　999　atc　ccg　gPt　acc　at二c　gat二9－3　t
（3）シャトルベクターを用いた相同組換え機構の解析
　　（2）で確認された複製開始点をもたないpAQJ3欠失クローンとプラスミドpAQ　1との相同組
換えを生じるためには、pAQ　1に高頻度に存在するIIIP1類似エレメントggcgatcgccがコア配列
　として機能すると考えることができる。
　　そこでSa／l部位の両端にHIP1類似（変異）エレメントをもつDNA鎖（下記参照：下線はIIIP1
類似エレメント、二重線は塩基置換を示す）を合成・アニーリングした後、pAQJ4－MCSのEcoRI　，
BamHI部位に挿入することによりPEC（WT：GG），　PEC（AG）およびPECGへA）を作製した。さらに作
　製した3種類のプラスミドを制限酵素Sall（gtcgac）で切断した後、　Kamamydn　Resistance
GenBlock（約1．3kb：Amasham　Pharmacia　Biotech）を挿入することによりKm＋PEC（WT：GG），
Km＋PEC（AG）ancl　Km＋PEC（AA）を作製した。作製したシャトルベクターは、いずれもKamamyci　n
Resistance　GenBlockの両端にHIP1類似エレメントもしくはHIPI変異エレメントをもっており、
相同組換えが配列特異的、エレメントの対称性、もしくはエレメント問の距離により生じるかにっ
　いて解析できる。
　　PE（Wr：GG）　sense　prim∋r
　　　　5’－AAT「工てコ『G⊆um「工て［［（］GA（〕（込AGG”CGIL［1）CXILCC（［］－3’
　　PE（Wr：GG＞　antis〔…mse　prim∋r
　　　　5’－GAT　C（UX「ITI〈：（nc（｝lnc　AAA（1KXI＿GiNILgiusZ（｝F3’
　　PE（AG＞　s∈nse　prilTer
　　　　5’－AAT「1℃TG3gXLI＞A］L」⊆亙K二」⊆：［T「工（：｝：P（⊃GA　OGAハG⊆ユ＿⊆G乙L＿ユェXL」⊆：⊆G－3’
　　PE（ハG）　antisense　prirTer
　　　　5’－GAT（⊃CG＿GeWYI：＿GCΩ＿7－C（］［［C　GムC　AAA　GQC＿GZMI＿　［GC＿CAG－3’
　　PE（AA｝　sense　primer
　　　　5’－AAT「工㎝G⊆UX「工GP（〕（込（GA　AgXl－gan）G－s：gx｝－3’
PE（AA｝　antis∈mse　primer
　　5t－（！LAT（X〕9］LGcum　［LGCC「工T］℃（；lx　（IAC　AAAG－3’
　作製した6種類のベクター（図3－6）を用い、Stevensらの方法によりシアノバクテリアPCC7002
の形質転換を行った［5，6］。アンピシリン4μ9／mlを含むmediumA液体培地で各組換え体を選別、
対数増殖期まで培養した。菌体を遠心により回収して全プラスミドをアルカリSDS法により調製し
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た後、全量を用いて大腸菌JM109の形質転換を行った（戻し形質転換法）・得られた組換え大腸菌
各20クローンからプラスミドDNAを調製し、回収されたフラスミドDNAと導入した各プラスミ
ドDNAのA・uli切断様式を比較することでプラスミドの安定性を解析した。
　作製したベクターはいずれもシアノバクテリアの形質転換能を有していたが、組換えは
Km＋PEC（WT：GG）で形質転換した組換え体から回収したプラスミドでのみ起きていた．20クロー
ンのうち、10クローンで内在性のpAQ　1と組換えが生じており、塩基配列解析の結果から2種類の
相同組換え部位（2365－2674と2988－2908）が存在することが判明した。一方、塩基置換を導入し
たHIP1変異エレメントをもっベクターおよびKamamycin　Resistance　GenBlockをもたないベク
ターではいずれも相同組換えが確認できなかった。したがって相同組換えには、HIPI類似エレメン
トの塩基配列およびエレメント間の距離が必須であることが認められた。
　一般にシアノバクテリアで起きる組換えは相同組換えであるといわれる。しかし本実験において
上述したようにKm＋PEC（WT：GG）では組換えが起きるがPEC（WT：GG）では組換えが起きないこと
から、相同組換えよりむしろ部位特異的な組換えであり、かつKm＋PEC（WT：GG）ベクターでは2
種類の反応により組換えが生じたと考えるべきである（図3－7）。すなわち第一段階では、ベクター
内に存在する合成HIP1類似配列とorf943遺伝子内にあるHIPI類似エレメント（2365－2674と
2988－2908）との間で組換えが起きてプラスミドの複製開始点領域が欠落し、pAQJ3と同様な構造
となる。第二段階では、複製開始点領域が欠落したPEC（WT：GG）ベクターと内在性pAQ　1に共通な
HIPI類似エレメント（2365－2674もしくは2988－2908）の間で組換えが起きて複製開始点領域を
確保し、自立複製が可能なベクターとなると考えている。特にHIP1エレメントはSynechococcus　sp．
PCC6301のsmtB遺伝子のみならず、幾つかのシアノバクテリアにも高頻度に存在し、
5yηechococα1s　sp。　PCC6301，　PCC7002，　PCC7942，　vulcanus，　Synechocys亡is　sp．　PCC6803では、
それぞれ1／562，1／785，1／479，1／1737，1／1731（塩基）という割合でHIPIエレメントが存
在する（通常1／4〔L1／4096）［13］。したがって上述したシアノバクテリアでは、特定のHIP1類似
エレメントで組換えが生じることで、生物における遺伝子の多様性を表現している可能性は高い．
第三節　発現ベクターpAQ・EXの作製
　（1）Synechococcus　sp．　PCC7002　rbcLS　9伝子の単離および解析
　　　Svnechococcus　sp．　PCC7002株のゲノムDNAの調製は、　Essichらの方法にしたがった［14］。
　　対数増殖期にあるSynechococcus　sp．　PCC7002培養液（6xlOi2cells）から遠心により集菌した後、
　　20mlのlvsis　solution（10％sucrog．　e，50mM　Tris－Cl（pH　8，0），100mM　EDTA）に懸濁、凍結融解
　　を21・］繰り返した。遠心によ喋菌し16mlの1ysis　solutionに懸濁した後、1／10容量の100㎎／m1
　　1vs（）zi」mleを加えて30℃で30分間処理した。次いで1／10容量の10％Sarkosy1／dH20を加えて37℃
　　で15分間放置した後、塩化セシウムを1g／mlになるように加え密度勾配遠心によりプラスミドDNA
　　とゲノムDNAを分離した。回収したゲノムDNA分画を再度密度勾配遠心により精製し、ブタノー
　　ルによるエチジウムプロマイドの除去、透析によるCsClの除去を行った後、エタノール沈澱でゲノ
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ムDNAを精製した。得られたゲノムDNAをSau3Al　O．075　unit／／t．9の条件で37℃で1時間部分
切断した後、λ　DASH　II（Cl⊂）ntech，　Pal（⊃Alto，　CA）のBaml　lI部位に挿入し大腸菌JM109を形質転
換することで平均挿入サイズ15－20kbからなるゲノムDNAライブラリーを作製した。
　一方、プローブは以下に示す方法で調製した。最初にS’vvnechococcus　SI，，6301［15］および
Aηabaeηa　sp．7120［16］のrbcL蛋白質で共通に保存されるアミノ酸配列（66－Tn～qlTVWTD－73　and
201ぜTKDDEN－207）を基にPCRプライマーセットを設計し、　Syllec1〕oc‘）cα1s　sP．　PCC7002の
ゲノムDNAを鋳型にrbcL遺伝子を増幅した。得られた増幅断片をアガロースゲル電気泳動で精製
して塩基配列を確認した後、ランダムプライマーによる：12Pラベル化プローブを調製した。
　　　　　　　s∈nse　prコmer；　　　　　　5’－AC工　「IGX｝ACI　ACI　GTI　TGG　ACI
　　　　　　　anヒlsense　prコm∋r；　　　5LTTY「1（　R　T（R［［N　JY　TT工　GTR
PCR条件
　　94℃．5分→［94℃，40秒；50℃，40秒；72℃，1分：35サイクル］→72［℃，7分
　5yηechococc〔！s　sp．　PCC7002ゲノムライブラリー（1x1σ’クローン）を・次スクリーニングし、
さらに得られたポジティブクローンを二次スクリーニングした。その結果、3クローン（LD27，　LD28，
LD32）がポジティブクローンであったため、さらに制限酵素切断によりrbcLS遺伝子を含む断片
の単離を行った。3種類の制限酵素Xbal，　EcoRIとSa11で切断して得られる断片を各々アガロース
ゲル電気泳動で精製した後、プロープを作製するときに用いたプライマーでPCRを行いLD28クロ
ーン由来4．3kb　Xbal切断断片にrbcLS遺伝子が存在することを確認した。そこでLD28クローン
由来4．3kb　XbaI切断断片をpBlueScript　II　KS（一）にサプクローニングしてpBS－D28を作製した後、
ExonucleasellIによるnested　deletion法（段階的欠失法）により欠失クローンを調製した。各ク
ローンの塩基配列をDNAシークエンサー　ABI　373S　DNA　Sequencer（PE　BiQsystems）で決定す
るとともに、欠失クローンで決定できない領域については6本のプライマーを合成して相補鎖を含
め決定した。このようにして得られた塩基配列データをSequence　Navigator（PE　Biosystems）
でアセンブルした後、全塩基配列を決定した（図3－8）。
　Synechococcus　sp．　PCC7002のrbcLおよびrbcS遺伝子は、それぞれ1416塩基対（472アミ
ノ酸）および336塩基対（112アミノ酸）からなり、Synechococctis　sp．6301［15］，　Synechocys船
sp．6803［17コおよびAnabae1】a　sp，7120［16］のrbcL遺伝子とは高い相同性を有するが、　rbcS遺伝
子とは比較的低い相同性を示した。また各遺伝子のリボゾーム結合部位（RBS）はrbclJ遺伝子では
一7領域にあるGAGGAからなる配列、rbc5遺伝子では一9領域にあるGAGGAからなる配列であり、
転写終結領域はrbcS遺伝子の3’下流にあるstem－and－loop構造を形成可能な繰り返し配列領域
であると推定した。
　一方、rbcLとrbcSはrわc　operOnを形成し、ポリシストリックに転写されることがSynechocystis
sp．6803［17］およびAnabaena　sp．7120［16］で確認されており、　Synechr）coccus　sp．　PCC7002の
rbc　operonも同様であると類推できる。興味深いことに、　Synechococαus　sp．　PCC7002，
Syηechσcy甜s　sp．6803およびAnabaena　sp．7120のrbc1、とrbc5との間にあるスペーサー領域
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にORFが存在し、各C）RFは高い相同性（34アミノ酸が同一、32アミノ酸が同族）を示した。し
たがって、これらの（ウRFは同様な機能をもつと推定されるが、データベースに登録されている蛋白
質とは相同性を示さないため、今後の機能解析が必要であると思われる。
（2）selective定量RT－PCR法によるrbcプロモーターの解析
　　　対数増殖期の野生型PCC7002株を5m1のrnediumA培地に植菌し，　O．03％，1％および15％
　　二酸化炭素濃度条件でLS3（580einsteins　cm－2　sec－i）、32℃で培養した。対数増殖期の各シア
　　ノバクテリアを遠心により回収し、Trizol（Life　Technologies　Inc．）を用いてプロトコールにし
　　たがいtotal　RNAを調製した。　OD2，i。にてRNA量を測定した結果、0．03％では3．6μg／IO8cell、
　　1％では3．9μg／108cell、また15％では3．5μg／108cellとなり、二酸化炭素濃度と関係なくほぼ
　　一定であった。
　　　　一般に原核生物のmRNA量を定量PCR法で測定するためには、微量に混入しているゲノム
　　DNAを除去しPCRの鋳型として増幅させない必要がある。そこで本実験では、　dNTPアナログ
　　を利用し低い変性温度条件でPCRすることにした（図3－9）。則ち、　total　RNAを鋳型にmRNA
　　selective　PCR　kit（宝酒造）を利用して蛍光定量RT－PCR法を行い、各二酸化炭素濃度における
　　rわc遺伝子およびATPaseA遺伝子（定常発現遺伝子）のmRNA発現量を定量した。用いたプラ
　　イマーの塩基配列およびPCR条件を以下に示した。
　　　　　　　　rbc－S2：　　　　　　5t－ct二a　caa　ggg　tcg　tしg　cしa　caa　tg－3’
　　　　　　　　rbc－AS2：　　　　　5’－gtg　cat　gat　gat　ggg　agt　gcc　ga－3’
　　　　　　　　AT’PaseA－S：　　　5’－ccc　gt二a　at二g　ttc　agc　gtg　t二c－3’
　　　　　　　　A］1）aseA　－AS：　5’－at二g　att　t二tc　caa　99c　aca　ag－3’
PCR条件
　　50℃，30分→［85℃，40秒；55℃，40秒；72℃，1分：xサイクル］→72℃，7分
2x　mRNA　selective　B
MgC12
dNTP／analog　mixture
RNase　inhibitor
AMV　RTase　XL
AMV℃ptimized　Taq
SenSe　primer
antiSenSe　primer
R110－dUTPRNA
d．water
　10μ1
　　4μ1
　　2μ1
　　0．4μ1
　　0．4μ1
　　0．4μ1
　　8　pmol
　　8　pmol
　　O．1μ1
　　100ng
adjust　to　20μ1
　具体的には、3種類のtotal　RNAを鋳型に18，20，22，24，26，30の各サイクル数でPCRを行
い、各サイクル数におけるPCR産物の蛍光量を310　Genetic　Analyzer（PE　Biosystems）を用い
て測定した。測定にはPCR反応液1μ1に対して分子量サイズマーカー（GS2500．ROX）0．5μ1、
ホルムアミド12μ1を加えて95℃、5分間熱変性した後、310キャピラリーシークエンサー（PE
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Biosvstems）で電気泳動した。
　各測定値から定量標準曲線を作成した結果、各定量曲線の傾きはrbc遺伝子では0．169～O．171、
．ATPasα1遺伝子では0．216～0。230の範囲内にあり、サンプルの違いによる影響は少なかった（図
3－10）．そこで対数的に増幅されている22・サイクル数のときの増幅量を算出し、各遺伝子のmRNA
量を比較した（表3－4）。その結果、rbcL（rbcSも同様）遺伝子の発現は0．03％CO，のときの発
現量を1とすると、1％　CO2では0．8、15％　CO2ではO．26に減少することから、二酸化炭素
濃度変化に対して負に制御されていることが判明した。
　シアノバクテリアにおいてRubisco蛋白質は主要蛋白質の・つであることから．そのプロモー
ターは高い活性をもつといわれる。また本実験では示していないが、高二酸化炭素濃度において
シアノバクテリアの増殖速度は向上することからシアノバクテリアを宿主とした外来遺伝子発現
系を構築するためには、rbcプロモーターに存在する負の制御エレメントを同定することが今後
の課題である。
（3）二酸化炭素濃度変化に対するrbcプロモーターの応答性
　　　rbc　operonを含むクローンpBS－D28を鋳型にrbcプロモーターの3’領域の段階的欠失断片
　　であるR1（－304／－45）、　R2（－304／－110）、　R3（－304／228）、5’領域の段階的欠失断片である
　　R4（－250／＋1）、R5（－132／＋1）、R6（－132／＋1）およびrbcプロモーター断片であるR7（－304／＋1）
　　をPCRにより各々増幅し、アガロースゲル電気泳動で精製した。用いたプライマーおよびPCR
　　条件を以下に示す。精製された各増幅断片をKlenow　fragmentおよびT4　polynucleotide　kirユase
　　　（Amasham　Pharmacia　Biotech）で平滑化、リン酸化処理した後、　CATプロモーター検索ベク
　　ターpAQJ4－CAT（図3－11）の平滑処理したBamHI部位にクローニングし、　R　1～R7／pAQJ4－
　　CATを作製した（表3－5）。
rbc－NcO工：
rb：－S1：
rbコーPIN：
rbc－SIR：
rbc－P2N：
rl　x－PIR：
rbe－Fl：
rbc－P2R：
5’－9gt　ctg　aac　cat二999　9t尤一3’
5「－tt二c　gFac　caa　caa　t二ac　cgt　tac　t二9－3’
5’－grt二c　at二a　aga　ctt二gaa　tct　t二ca　ga－3’
5’一（rag　t二aa　cgg　t二at二tgt　tgg　tcg　aa－3「
5’－gcc　cat　caa　aca　gca　ししa　gaa　aし一3’
5’－tct二gaa　gat　t二ca　agt　ctt二　atg　ac－3「
5’－ct二9　gat　ccg　agc　999　at二t二tta　tg－3’
5Lat二t　tct　aat　gct　gtt　tga　tg99c－3’
PCR条件
　94℃、5分→［94℃、40秒：55℃、40秒；72℃、1分：30サイクル］→72℃、7分
　一方、rbcプロモーター活性強度の指標として大腸菌プロモーターtrcプロモーターを選択し．
pkk233－2（f（tmasham　Pharmacia　Biotech）からHincllll／BamHIで切断することで単離した。
回収されたDNA断片（約0．3kb）をKlenow　fragmentおよびT4　polynucleotide　kinase
（Amasham　Pharmacia　Biotech）で平滑化、リン酸化処理した後、　CATプロモーター検索ベク
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ターpAQJ4－CAT（図3－11）の’F滑処理したBamHI部位にクローニングし、亡rc／pAQJ4－CAT
を作製した。
　作製した8種類のプラスミドDNAおよびコントロールベクターpAQJ4／CATによるシアノバ
クテリアの形質転換方法を以下に示す；DNA溶液（10ng／μ1）O．11n1に対してシアノバクテリ
アPCC7002培養液（OD　r，　J，〇二〇．8）0．9mlを混和した後、　LS3（580einsteins　cm－2　sec7i）、39℃、
1％二酸化炭素条件で90分間培養した。培養後、9m1のmediumA培地を加え、コピー紙で覆い
32℃で培養した。48時間後、2μg／mlアンピシリンを含むmediumA寒天培地に培養液150μ1
を捲き、シアノバクテリア組換え体を培養した。
　本実験では二酸化炭素濃度変化に対する各断片のプロモーター活性変化を測定するため、各シ
アノバクテリア組換え体を2μg／mlのアンピシリンを含むmediumA培地5mlにて空気（0．03％
二酸化炭素濃度）および1％二酸化炭素濃度条件下で32℃、5日間培養した．吸光度（OD55。）に
よりシアノバクテリア濃度を算出し、各8xlO8cellを緩衝液（50mM　Tris－C1（pH　7．8），　O．3mM
DrlYr）0．5mlに懸濁した。超音波（4℃で20W、1分を3同）で菌体を破砕した後、遠心により上
清を回収して活性測定用サンプルとした。
　CAT活性測定には、　Shawの方法に準じた［18］。まず、900μ1の反応液（0．4mg／ml　DTNB，
0．1mM　Acetyl　CoA）と100μ1のサンプルもしくはサンプル希釈液をキュベットに入れ、37℃
で保温、平衡化した。次いで5mMクロラムフェニコールを20μ1（1／50容量）加え、412nm
の吸光度を測定した。各サンプルより得られた反応速度（ODI12／min）と分子吸光係数から各サ
ンプル中の酵素量を算出した。また各サンプルあたりの蛋白質量の測定には、Bradfold法を用い
た。900μ1のCBB液と100μ1のサンプルもしくはBSA標準液をエッペンドルフチューブに入
れ、37℃で1時間保温した後、559nmの吸光度を測定し、　BSA標準液で作成した検量線を用い
てサンプルあたりの蛋白質量を算出した。
　その結果、R4、　R5ではいずれの二酸化炭素濃度条件下でもCAT活性が認められず、またR3
にっいても高い活性が得られなかった。しかし他クローンではいずれもCAT活性を保持してい
たことから、rbcプロモーターの一35と一10配列は一228～－132問に存在すると考えられる。そこ
で本領域を限定してGENET＆つ（ソフトウェアでプロモーター配列を検索した結果、－35、－10配
列はそれぞれ一190塩基のTTGCTAと一157塩基のTAACATであると推定された（図3－11）。こ
の配列は、大腸菌の一35（TrGACA）と一10（TATAAT）の共通配列やSynechococcus　PCC630　1
rbcプロモーター［19］の一35（TrCAAT）と一10（TAGGTr）配列と高い相同性を示したが、大
腸菌のプロモーターではスペーサー部分が16塩基、またSyηechococcロs　sp．　PCC6301　rbcプ
ロモーターでは19塩基であることに対し、Synechococcus　sp．　PCC7002　rbcプロモーターでは
23塩基であった。
　またRl、　R2やR7では1％二酸化炭素濃度条件下ではCAT活性が減少し、0．03％二酸化炭素
濃度のときよりも1／2～1／5に減少した。しかしR6では0．03％と1％二酸化炭素濃度条件下でCAT
活性に顕著な差が認められなかったことから、二酸化炭素濃度変化に対する負の制御には一304～
－250間にある繰り返し1己列（A／C）㎜（T／A／G）（A／T）を含むAT－rich領域が関与すると考えら
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れる。
　一方シアノバクテリア内におけるベクターの安定性を解析するため、各シアノバクテリア組換
え体よりプラスミドDNAを調製し、大腸菌JNI　109株を形質転換した（戻し形質転換法）。得ら
れた大腸菌組換え体各10クローンからプラスミドDNAを調製し、　A・ull切断バターンをアガロ
ースゲル電気泳動で確認した。その結果、本実験で用いたプラスミドはいずれも安定に保持され
ていることから、本実験により測定したCAT活性は各Dl　A断片のプロモーター活性を反映して
いると考えられる。
　以上の結果より、rbcプロモーター領域の一304～－250塩基にあるAT－rich領域が高二酸化炭
素濃度条件下で負に制御するシスエレメントであり、その転写因子（トランス因r・）の不活性化
或いはAT－rich領域の欠失したrbcプロモーターの作製が高二酸化炭素濃度条件ドにおける効率
的な物質生産に必要であると考えられる。
（4）rbcプロモーター制御因子の解析
　　　rbcプロモーター領域の一304～－250塩基にある／Yr－rich領域が高二酸化炭素濃度条件に応答
　　する制御因子が結合する領域（シスエレメント）であると仮定すると、本シスエレメントに結合
　　する蛋白質（トランス因子）は高二酸化炭素濃度条件で誘導される。そこでシスエレメントおよ
　　びトランス因子を同定する目的で、ゲルシフト法（DNAと蛋白質混合液を低イオン強度の条件
　　下でポリアクリルアミドゲル電気泳動すると、DNA一蛋白質複合体は複合体を形成していない
　　DNA断片より遅れて泳動されるという現象に基づく方法）［20］および磁性ビーズを用いたアフィ
　　ニティーアッセイ（DNAを磁性ピーズに固定化した状態で蛋白質を加えて結合反応をおこない、
　　ビーズを洗浄することで特異的に結合した蛋自質を分離・精製する方法［21～23〕）を行った。
　　　最初に1％と15％二酸化炭素濃度条件下で培養した対数増殖期にあるシアノバクテリア
　　PCC7002株（3x1011cell）から凍結融解、および全細胞抽出法［20コより全細胞抽出液を調製した。
　　調製した全細胞抽出液の蛋白質濃度をk）wry法にて定量し、　SDS－PAGEにより蛋白質を確認し
　　た。
〈蛍光ゲルシフト法〉
　ゲルシフト法のプロープは、以下の示す方法で調製した。rbc　Ot）erOnのrbcL遺伝子の翻訳開
始点より上流291～262bpにするAT－richエレメントに対応する2種類のプライマーR6－S，
R6－ASを蛍光色素6－FAMで標識し合成した。各10nmolをTEN　buffer　100μ1中で95℃、10
分間熱変性した後、室温まで放置してアニーリングさせたe
　　　　　R6－S：　　　　（6－FハM）－5T－at二t　tta　tgg　c仁t二ttt　t二ag　gta　ttt二t二t二g　t二aa－3’
　　　　　R6－AS：　　　　（6－FAM）－5　Ltt二a　caa　aaa　tac　cta　aaa　aag　cca　taa　aat－31
　ゲルシフトアッセィはDIGGel　Shift　Kit（Boehringer　Malmheim）のプロトコールに準じた。
FAM標識オリゴマー断片50　fmolと15％二酸化炭素培養全細胞抽出液を用い、プロトコール（液
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量を1／2に変更）にしたがい、ゲルシフト反応液を調製した。32℃で30分間反応させた後、DNA
シークエンサーPRISM　377（PE　Biosysterns）を用いて10％未変性アクリルアミドゲル（O．25x
TBEバッファー）、20℃、500Vの泳動条件で電気泳動した。16時間電気泳動した後、ゲルファ
イルデータをGENESCANソフトウェア（PE　BiQsystems）で解析、定量した。
ゲルシフト反応液の組成
tube　number 1 2 3 4
5x　binding　Bu価r 2 2 2 2
poly（dl－dC） 05 0．5 05 0．5
po且yレLys 05 05 05 05
protein　extract（2μ9） 一 0．45 0．45 0．45
FAM－R6　DNA（100㎞ol／μ1） 0．5 0．5 0．5 0．5
Unlabeled　DNA（50pmo1／μ1）一 一 一 6．05
Non　speciflc　DNA（Oct2A）一 一 6．05 一
d，water 65 605 創 一
　結果を図3－12にまとめるが、図よりAT－richエレメントに蛋白質が結合し、高分子量側ヘバ
ンドがシフトしていることが観察できた。しかもそのバンドは、大量の未標識AT－richエレメン
トを加えることで消失すること、および非特異的なDNA断片とは競合しないことから、　AT－rich
エレメント特異的な結合であることが明らかとなった。
　したがってrbcプロモーター領域の一304～－250塩基にある（A／C刀Trr（T／A／G）（A／T）の繰り
返し配列は、制御因子等が特異的に結合するシスエレメントであることが確認できた。
〈磁性ビーズを用いたアフィニティーアッセイ〉
　アニーリングしたときに5’末端が6塩基突出するように3種類のプライマーR6S　AT，　R6AS　AT，
R6S　AT－biotinを設計・合成し、2種類の反応方法でAT－richエレメントの多量体を作製した。
　方法1；各プライマー　9nmol，10nmol，　lnmolをTEN　buffer　100μ1中で混和して95℃、10
分間熱変性した後、室温まで放置してアニーリングさせた。エタノール沈澱により精製した後、
滅菌水40μ1に溶解し、E．coli　DNA　LigaseおよびT4　DNA　Ligase（宝酒造）を用いて16℃で
一晩反応させた。70℃、10分加熱して酵素を失活させた後、エタノール沈澱により精製し、滅菌
水20μ1（s・As・bio；50　pmol／μ1）に溶解した。
　方法2：2種類のプライマーR6AS　ATとR6S　AT－biotin各5nmolをTEN　buffer　100μ1中
で95℃、10分間加熱した後、室温まで放置してアニーリングさせた。エタノール沈澱により精
製した後、滅菌水30μ1に溶解し、同様にアニーリングさせたR6AS　AT・R6S　AT断片を5nmo1
加え、Ligation　Kit　ver　2．0（宝酒造）を用いて16℃、一晩反応させた。70℃、10分加熱して酵
素を失活させた後、エタノール沈澱により精製し、滅菌水50μ1（S・AS＋bio・AS；100　pmol／
μ1）に溶解した。
R6S　AT：
R6AS　AT：
5’－tt二a　caa　aaa　t二ac　cヒa　aaa　aag　c（ra　taa　aat－3’
5’@－ttg　t二aa　at二t二　tt二a　tgg　ctt　ttt二　t二ag　gta　ttt－3’
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R6S　AT－biOt二in：　5’－tta　caa　aaaしac　cta　aaa　aag　cca　taa　aatニー3’
　作製した2種類のDNA断片の1／25量を用いてアガロースゲル電気泳動で確認した結果、低
分子量から高分子領域まで広範に分布していた。また各DNA断片のバンドはDyllabeads　M－280
を加えて反応させると消失することから、いずれの反応でもビオチン標識化には問題がないと思
われる。
　そこでDynabeads　M－280　Streptavid1n（500μg）に対し、ビオチン標識されたDNA断片S・
AS＋bio・ASを200pmol加え、室温で3時間ゆっくりと撹押しながら反応させた。　DNA断片が
固定化されたDynabeads　M－280を2回1x　BW溶液（5mM　Tris－C1，0．5mM　EDTA，1M　NaC1）
で洗浄した後、以下に示す反応液組成で32℃、45分間結合反応をおこなった。反応後、Dynabeacls
M－280を1x　Bindirlg　bufferで2回洗浄し、得られたDynabeads　M－280に対してlxSDS－PAGE
溶液を30μ1加えて懸濁した。94℃で5分加熱処理した後、上清を4－20％濃度勾配ポリアクリル
アミド電気泳動した。
5xbinding　Buffer
Poly　L－Lys
Poly　d［1－C」
prote且n　extract
25pl
6．25μ1
6．25μ1
40μ1
dHzΩ＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿4勘d
　　　　　　　　　　　　　　　125FLt
176μg－－1％CO3　gアowth
116μ9：15％C（）？gro“）th
　クマシー染色法で回収されたDNA結合蛋白質を解析した結果、3種類の蛋白質、分子量10KDa、
16KDa、60　KDaの蛋白質が検出された（図3－13）。次いで各蛋白質のアミノ酸配列を決定す
るため、Dyrlabeads　M－280　Streptavidin（2．5mg）に対しビオチン標識されたDNA断片S・
AS＋biQ・ASを1nmolを加え、室温で5時間ゆっくりと撹絆しながら反応させた。　DNAが固定
化されたDynabeads　M－280を2回1x　BW溶液（5mM　Tris－C1，0．5mM　EDTA，1M　NaC1）で
洗浄した後、以下に示す反応液組成で32℃、1時間結合反応をおこなった。反応後、Dynabeads
M－280を1x　Binding　bufferで2回洗浄し、　lxSDS－PAGE溶液を30μ1加えて懸濁した。94℃
で5分加熱処理した後、k清を4－20％濃度勾配ポリアクリルアミド電気泳動し、エレクトロブロ
ッティングによりPVDFメンブレン（Problott［PE　Biosystems］）に転写した。クマシーで染色
した後、分子量10K、16Kおよび60KDaの蛋白質の部分を切り出し、プロテインシークエンサ
ーでアミノ末端配列解析をおこなった。
5xbinding　Buffer　　　　　　　　　　　50μ1
Poly　L－Lys　　　　　　　　　　　　　　　　　18．75　pl
Poly　d［1－C］　　　　　　　　　　　　　　　　　　18．75黙l
proteln　extract　　　　　　　　　　　　　　　　　｝20　pl　　528μ9」1％CO29rowth
dHzΩ＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿劃
　　　　　　　　　　　　　　　250F1
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　各蛋白質に対して10～20アミノ酸残基決定し、得られた情報をもとに蛋白質のデータベース
（Swiss－Plot）と相同性検索をおこなった。その結果、分子量10KDaの蛋白質はDynabeads
M－280をコートしているストレプトアビジン［24］、分子量60KDaの蛋白質は連結反応に用い
るT4　Dr．VA　Ligase［25］と同定できた。
　しかし16KDaの蛋白質は、蛋白質およびDNAのデータベース検索で相同性の高い蛋白質の
情報を得ることができなかった。またゲル内消化により内部ペプチドを回収して配列解析により
内部情報を得たが、同様に相同性の高い蛋白質の情報を得ることができなかった。したがって16
KDaの蛋白質は、二酸化炭素濃度変化に応答する未知なトランス因子であると推察できる。また
興味深いことに、BLへSTプログラムでは相同性のある蛋白質を検索できなかったが、　FASTAプ
ログラムでは低いながらも相同性のあるシアノバクテリアPCC6803由来の蛋白質、　sllO822推定
蛋白質（hypothetical　prOtein）およびsllO359推定蛋白質（hypothetical　protein）が見いださ
れた（図3－14）。
10KDa　protein
　　N－Glu－A！a－Gly－lle－Thr－Gly－Thr－Trp－Tyr－Asn
16KDa　protein
　　N－Ala－Asp－lle－Pro－Thr－lle－Pro（Glu）－Leu－Lys－Gly・Asp－Ala一
Leu－Leu－（X）－Ala－Val－Val－Glu
（内部配列）
N－Ser（Asp）－p　Gly－lle－Val－Gln
60KDa　protein
　　N－Ala－Met－lle－Leu－Lys－lle－Leu－Asn－Glu－lle
（5）相同16KDa蛋白質による機能解析
　　　　（4）で見いだされた16KDaの蛋白質と相同蛋白質と思われるsllO822およびsllO359推定
　　蛋白質の機能を解析するため、データベースに登録されている配列［26］を基に設計・合成し、
　　東大池内教授よりご提供いただいたPCC6803株のゲノムDNAを鋳型にPCRによりsl10822お
　　よびsllO359遺伝子を増幅した。　PCRプライマー、反応条件および反応液組成を以下に示す。
sllO822－S
sl：LO822－AS
sユユ0359－S
sllO359－AS
51－（！vxouywre［］C］rA　AA「工’（］2，sA　A⊂文3（挫L㏄一31
　　　Nde工site
51－T（maT　TAC「工or「工or皿｝「工℃G「工℃A（∋C－31
　　　Xba工siしe
5L（－TAT　ATT「工TA　TCT　TAT　G－3　l
　　　Nde工sit二e
51」工maT「工’AT　A（IP「工㏄］：（yl1　Tて：て葺「工L3　T
　　　Xbal　site
94℃，5分→［94℃，40秒5℃，40秒72°C，2分］x30　cycles→72℃，7分
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genome　DNA（1000倍希釈）
x10Ex　Taq　buffer
dNTP
primer－S
primer－AS
Ex　Taq（5　unit／μ1）
d．water
　　　　　1μ1
　　　　5μ1
　　　　4μ1
　　　50　pmol
　　　50　pmol
　　　　O，5μl
adjust　to　50μ1
　PCR増幅産物をKlenow　fragmelltおよびT4　pc）lyllucleotide　kinase（Amashan〕
Pharmacia　Biotech）で平滑化、リン酸化処理した後、　Ndel（PCRブライマー内に存在する制
限酵素部位）で切断した。アガロースゲル電気泳動で増幅断片を回収し、pET3cの制限酵素1V（iel，
BamHI（平滑化処理）部位にクローニングし、　sl10822／pETおよびsllO359／pE’Fを作製した。
　次にsllO822およびsllO359蛋白質を調製するために、蛋白質の発現条件について検討した。
sUO822／pETを導入したBL21DE3株およびsllO359／pETを導入したJM109株の前培養液をそ
れぞれ100μg／m1のアンピシリンおよび2％グルコースを含むLB培地で100倍希釈した。37℃
でODc“］o＝O．8になるまで培養し、100mM　IPTGを1／200容量加えた後、37℃で0，3，5時間培
養した。各培養時間における大腸菌5x107cellを4～20％濃度勾配SDS－PAGEで解析した結果、
IPTG誘導時間はs110822／pETを導入したBL21DE3株では3時間、　s110359／pETを導入した
JM　109株では5時間が最適であった。
　そこで上記条件でsllO822／pET、　s110359／pETおよびpET3c（ネガティブコントロール）大腸
菌組換え体を100μg／mlのアンピシリンおよび2％グルコースを含むLB培地100mlで培養し、
遠心により大腸菌を回収した後、BufferAに再懸濁した。超音波破砕（30W，30secを3回）処
理し遠心により可溶性タンパク質を回収した後、各タンパク質量をBradfQrd法により測定する
とともに可溶性蛋白質画分10μgを4～20％濃度勾配SDS－PAGEで分離した後クマシー染色を
行うことで、各蛋白質の発現を確認した。
　sllO822、　sllO359蛋自質がPCC7002由来16KDaタンパク質と同様な機能、すなわちAT　rich
エレメントに結合することを確認するために、調製した3種類の蛋白質画分とFAM標識オリゴ
マー断片50fmolを用い、ゲルシフト反応液を調製した。32℃で30分間反応させた後、　DNA
シークエンサー377　（PE　Biosystems）を用いて10％未変性アクリルアミドゲル（0．25x　TBE
バッファー）、20℃、500Vの泳動条件で16時間電気泳動し、　GENESCANソフトウェアで解析
した。その結果、sllO822およびsllO359蛋白質はPCC7002由来のAT　richエレメントに特異的に
結合しないことが明らかとなった（図3－15，16）。
　Syηechococcus　sp．　PCC6803のrわc　operonの上流にAT　richエレメントが見いだされるが、
本実験に用いた配列と一部異なっている。一般にDNA結合蛋白質の配列認識の特異性は高いこ
とをいわれており、sllO822およびs110359蛋白質はPCC6803由来の／￥r　richエレメントに特異的
に結合するが、PCC7002由来のAT　richエレメントに特異的に結合しないロ了能性が高い。
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第四節　進化工学的手法を利用した高発現ベクターの創製
　（1）シアノバクテリア発現系のPHB合成への適用
　　　シアノバクテリアを宿主とした外来遺伝子発現系の有用性を確認するため、生分解性プラスチッ
　　クとして期待されるパイオポリエステルの生産に適用した。
　　　微生物がっくる最も典型的なバイオポリエステルは、3一ヒドロキシブタン酸をモノマー単位とす
　　る高重合度のポリーヒドロキシブチレート（PHB）である（図3－17）。通常、微生物は自然環境下で
　　乾燥菌体重量の5～20％程度のPHBを蓄積するが、実験室レベルでは培地組成をアンバランスにす
　　ることで70～80％にも及ぶ大量のPHBを生産させることができる。例えば水素細菌Alcaligenes
　　eutrophus　I　II6をリン酸イオンとアンモニウムイオン（窒素源）を含むミネラル培地で培養すると、
　　アンモニウムイオンが完全に消費された時点で増殖は停止し、PHBの生合成が開始される。そして
　　培養60時間後には、乾燥菌体重量の約80％にもPHBが蓄積される［27］。また、酸素やリン、ミ
　　ネラルイオン等のような微生物の生育に必須な成分を欠乏した制限培地下でもPI　IBは効率的に合成
　　される報告がある〔27］。
　　　PHBの合成経路を図3－18に示すが、アセチルCoAはTCAサイクルに入りアミノ酸合成やエネ
　　ルギー生産のための供給源となると同時にβ一ケトチオラーゼにより二量化しアセトアセチルCoA
　　となる。次いでNADP依存性アセトアセチルCoAリダクターゼによって還元され、3一ヒドロキシ
　　プチリルCoAになる。これがモノマーとなり、　PHAシンセターゼの作用によって高分子量（数十
　　万～数百万）のPHBとなる。
　　　さらに各反応における酵素の性質についても解析が進められ、β一ケトチオラーゼによるアセチル
　　CoAの一二量化反応は、高濃度のCoAに阻害される報告がある。したがって増殖期にある菌体では
　　多量のCoAがアセチルCoAより遊離するため、増殖期においてはPHBの合成が抑制されることと
　　なる。またNADP依存性アセトアセチルCoAリダクターゼやPHAシンセターゼは基質特異性をも
　　ち、炭素数4と5の基質に対してのみ活性をもっている（炭素数が4や5でも（S）体の基質に対して
　　は不活性となる）。炭素数6以上の基質にはともに不活性であるため、共重合体ポリマーは全て炭素
　　数4と5のユニットからのみなる。
（2）phb　operonの単離
　　Nca　ligenes　eutroph　us　H　16株のゲノムDNAの調製は、　Zoogloea　ramigera　I－16－M株の染色
　体DNAの調製方法にしたがった［28］。　TSB培地で30℃、一晩培養した培養液から遠心により菌体
を回収し、　Tris－C1（pH　8。2）で2回洗浄した。24％PEG6000溶液に懸濁しLys。zyme（25㎎／ml：
　最終濃度5mg／m1）を加えた後、37℃で30分間反応させた。集菌後、　TE溶液に懸濁し10％SDS
　を最終濃度0．6％になるように加え、55℃で30分間反応させた。さらにRNaseおよびProteinaseK
　を加え、45℃で1時間以上放置した。TE溶液を加えた後、フェノール抽出および工タノール沈澱
　によりDNAを精製した。　Alca1／genes　eutrophus　H　16株のphb　operonは、約5kbのEcoRJ－Smal
　断片であること［29］から、ゲノムDNAをEcoRIおよびSmaIで切断し、アガロースゲル電位泳動
　により5－7kb断片を分画・精製した。得られたDNA分画をpUC19のEcoRI／Smal部位に連結
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し、大腸菌JM109を形質転換することによりゲノムライブラリーを作製した。
　一方phbプローブは、以下に示す方法で調製した。　Alcθ1fgelles　eし」亡ro∫，1川s　H　16株のゲノムDNA
を鋳型に下記に示すプライマーでPCRを行い、　P1？t｝A遺伝子領域（約lkb）を増幅した。得られた
増幅断片をアガロースゲル電気泳動で精製して塩基配列を確認した後、ランダムプライマーによる
：｛　Pラベル化プローブを調製した。
　　s∈mse　prirrer　（AB－N）；　　　　　5’－gca　ggc　ctg　cag　gat　ccc　tc－　3’
　　antisense　primer（AB－C1）；　　5’－cgt　t二ga　t二cし　cca　tca　ggt　cc－　3’
　　PCR条件
　　　　94℃，5分→［94℃，1分；55℃，2分；72°C，4分：30サイクル］→72℃，7分
　　　　　　　　　　　　　　iうゲノムライブラリー（5x1σクローン）を一次スクリーニングし、さらに得られた30個のポジ
ティブクローンをPCRおよびPs亡1切断により二次スクリーニングした。その結果、1クローン
（Lc7－1）がポジティブクローンであることが判明したため、　primer　extensi〔⊃1〕法により全塩基配
列をDNAシークエンサーGENESIS2000（DuPont，　Inc．）およびABI　373S　DNA　Sequencer（PE
Biosystems）で決定した。その結果、　pUCに挿入された断片は6kbであること、　Ec（，RI－Smal断
片でなくEcoRI－EcoRI断片が挿入されたがphb　operonを全領域含んでいること、および塩基置換
や挿入等の変異がないことが確認できた。
（3）Synechococcus　sp．　PCC7002　recA：：Km株の作製
　　　シアノバクテリアの宿主一ベクター系は数多く報告されているが、外来遺伝子を安定に発現さ
　　せた例はない。大腸菌ではrecA欠損株を用いることで高いコピー数を示すベクターを菌体内で
　　安定に保持させ、外来遺伝子を効率的にかつ安定に発現させている。シアノバクテリアではその
　　ような欠損株が作製されていないため、内在性プラスミドとその一一一部をもつベクターとの問で組
　　換えを生じ、宿主内で安定に保持されにくい。したがって、シアノバクテリアのrecA欠損株を
　　作製することが安定に外来遺伝子を発現させるために必要不可欠であると考えられる。
　　　実際、Synechococcus　sp．　PCC7002　recA遺伝子欠損株を得る試みがなされたが、完全なre（：A
　　欠損株を得ることができなかった［30コ。原因として、シアノバクテリアのゲノムDNAが10～20
　　コピー存在するために目的遺伝子領域で完全に組換えを生じた形質転換体を得ることが困難であ
　　った、或いはシアノバクテリア内では光によるDNA損傷が常に起きており、　recA蛋白質の非存
　　在下では生育障害が生じたことが原因と考えられる。しかし興味深いことに、大腸菌のrecA遺
　　伝子領域をもつベクターで不完全なrecA欠損株を形質転換すると、低い頻度ではあるが、
　　Synechococcus　sp．　PCC7002　recA遺伝子欠損株を構築させることに成功した報告がある［30］。
　　このとき大腸菌のrecA遺伝子がSyneclbcoccus　sp．　PCC7002　recA遺伝子の機能を相補するた
　　め、得られた形質転換体ではベクターが抗生物質非存在下でも安定に保持されると推察できる。
　　そこでPHA発現ベクターを安定に保持しかつ高い発現活性をもつ形質転換体を創製することを
　　目的に、5ynechococcus　sp．　PCC7002　recA欠損株を利用した外来遺伝子発現系の構築を行った。
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　Synechococcus　sp．　PCC7002　recA遺伝子はPCR増幅により単離した。ゲノムDNAを鋳型
に下記に示すプライマー（EcoRI部位を挿入）でPCRを行い、アガロースゲル電気泳動により
目的断片を精製した。精製された増幅断片をKlenow　fragmentおよびT4　polynucleotide　kinase
（f！jnasham　Pharmacia　Biotech）で平滑化、リン酸化処理した後、　pUC18　Smal部位にクロー
ニングし、recA／pUC18を作製した。
　recA－S：　　　　　5Lgga＿atよ＿ct二し　gct二gcc　aca　aaa　at二g　ct二t　att　c－3「
　recA－AS：　　　　　5’－t二ga＿a仁tL⊆cg　cca　cgg　cgat二cg　agg　taa　cca　t－3’
94℃，5分→［94℃，40秒，50℃，　40秒；72°C，1分：32サイクル］→72℃，7分
　さらにrecA遺伝子のEcoRV部位にKlenow　fragmentおよびT4　polynucleotide　kinase
（Amasham　Pharmacia　Biotech）で平滑化、リン酸化処理したKanamycin（Km）GenBlock
（Alnasham　Pharmacia　Biotech）を連結し、　recA＃2（recAの転写報告に対して逆方向に挿入）
およびrecA＃3（recAの転写報告に対して順方向に挿入）を調製した（図3－19）。
　作製したrecA＃2とrecA＃3からEcoRI切断によりrecA：：Km遺伝子断片を単離・精製し、
シアノバクテリアを以下に示す方法で形質転換した；DNA溶液（100㎎／100μ1）0．1m1に対し
てSynechococcus　sp．　PCC7002培養液（ODsso－0．8）0，9m1を混和した後、　LS3（580einsteins
cm’2　sec－1）、39℃、1％二酸化炭素条件で90分間培養した。培養後、9m1のmediumA培地を加
え、コピー紙で覆い32℃で培養した。48時間後、400μg／ml　Kanamycinを含むmediumA培
地を10ml加えて1％二酸化炭素条件で培養し、シアノバクテリア組換え体（第0継代）を選別し
た。さらに得られた各シアノバクテリア組換え体（第0継代）の一部を用い、recA：：Km遺伝子
断片を含むDNA溶液で再度形質転換した後、200μg／ml　Kanamycinを含むmediumA寒天培
地に培養液150μ1を捲き、シアノバクテリア組換え体を選別した。
　寒天培地で選別された組換え体各1クローンを接種し200μg／ml　Kanamycinを含む
mediumA培地5mlで対数増殖期まで培養した後、ゲノムDNAを調製した。一部をとりrecA
プライマーおよびrbcプライマー（ポジティブコントロール）でPCRを行い、アガロースゲル
電気泳動により増幅断片の分子量サイズを解析した。
　rbcA－S2：　　　　　5t－cta　caa　ggg　t二cg　ttg　cta　caa　tg－3　t
　rbcA－AS2：　　　　5’－gtg　cat　gat二gat二ggg　agt　gcc　ga－3’
genome　DNA
x10Ex　Taq　buffer
dNTP
primer－S
primer－AS
Ex　Taq（5　unit／μ1）
d．water
　　　　1μ1
　　　　5μ1
　　　　4μ1
　　　50pmol
　　　50　pmol
　　　O．25μl
adjust　to　50μ1
94℃，5分→［94℃，40秒；50℃，40秒；72℃，2．5分二30サイクル］→72℃，7分
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　その結果、組換え体の種類に関係なく野生型のreα＼遺伝子の増幅断片が観察され、相同組換
えが完全におきていないことが示された（図3－20）。継代をさらに繰り返した組換え体（第7継
代）から回収したゲノムDNAを鋳型に用いたときでも同様に野生型のreCiX遺伝r・の増幅1断片が
認められることから、ゲノムDNA上のrecA：：Km置換はシアノバクテリアの生存に致死的に働
くと考えられる。
（4）PHB発現ベクターの作製およびシアノバクテリアの形質転換
　　　Syηechococcしls　sp．　PCC7002でphb　operonを効率的に発現させるためには、　pAQJ4－NICS
　　を基本にR6　rbcプロモーター／phb　operonおよびE．coli　re　cA遺伝子をもつ発現ベクターが好
　　適であると考え、以下に示す方法でベクターを構築した。
　　　ph　bC遺伝子とR6　rbcプロモーターを開始コドンATGで連結させるため、　NcoI部位をPC　R
　　により導入した。（2）で単離したLc7－1クローンおよびpBS－D28クローンを鋳型に下記に示
　　すプライマーでPCRを行い、エタノール沈澱により精製した。得られた各断片を／VcoIとEcoRV、
　　もしくはNcolとBamHIで切断し、アガロースゲル電気泳動で単離・精製した後（ρhbCおよび
　　R6　rbcプロモーター）、混和してpBluescriptII　KS（一）のBamHI，　EcoRV部位にクローニングし、
　　R6rbc－phbC／pBSを作製した。
鋳型；Lc7－1クローン（phbC遺伝子の増幅）
　phb－NcoI：　　　　　　　5’－tca　aaanLggc　gac　cgg－3’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　NcO工
　P撤m－PA：　　　　　　　　5’－agc　agg　tag　aac　gcg　gca－3’
鋳型：pBS－D28クローン（R6　rbcプロモーターの増幅）
　rl　c－Ncol：　　　　　　　5’－99t二ct二g　aas　＿（iaLgg⊆∫gttニー3’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NcoI
　R6　rbc　prOmoter：5’－gcg⊆raしc⊂a　aca　gca　tta　gaa　atニー3’
94℃、5分→［94℃、40秒；50℃、40秒；72℃、1分：32サイクル］→72℃、7分
　次にR6　rbc／phb　operonを作製するため、　R6rbc－phbC／pBSをEcoRV／BamHI、　Lc7－1ク
ローンをEcoRV／EcoRIで切断し、各断片を混和しpUC19のBamHI，　EcoRI部位にクローニ
ングし、R6rbc／phb　Operon／pUC19（以後、　R6－phb／pUC19と略す）を作製した。さらに
R6rbc／phb　operonをpAQJ4－MCS（pAQJ4－MCS（C））に挿入して発現ベクターを構築した。
すなわち、R6－phb／pUC19からEcoR1／BamHI切断によりR6　rわc／ρhb　operon断片を回収し、
pAQJ4－MCS（pAQJ4－MCS（C））のEcoRI／BamHI部位にクローニングし、　R6rbc／phb
oPeron／pAQJ4およびR6rbc／phb　operon／pAQJ4（C）（以後、　R6－phb／NおよびR6－phb／C
と略す）を作製した（図3－21）。
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　一一方、E．co1／recA遺伝子はPCR増幅により単離した。大腸菌BL21（DE3＞株のコロニーを鋳型
にF記に示すブライマーでPCRを行い、アガロースゲル電気泳動により目的断片を精製した。精
製された増幅断片をKlen⊂）w　fragmentおよびT4　polynucleOtide　kinase（Amasham
Pharmacia　Bi⊂）tech）で平滑化、リン酸化処理した後、　pUC18　Sn］al部位にクローニングし、Ecoli
recA／pUC18を作製した。
ECOLI　rectiA－S：　　　5’一（］gg＿aS　c－＿⊆ag　t二しa　agt　gaa　cag　gtt　ggg　cag　qcgF－3’
EOOLI　recA－nS，5’－tg9＿CnC＿⊆ga　ccc　ttg　tgt　atc　aaa　caa　gac　gat－3’
94℃，5分→［94℃，40秒；60°C，1分；72℃，3分：32サイクル］→72℃，7分
　次いでEcoli　recA／pUC18をBamHIで切断してrecA断片を単離し、上述した2種類のPHB
発現ベクター、R6－phb／NおよびR6－phb／CのBamHI部位にクローニングし、　recA遺伝Fが
phb　operonの転写方向と順方向に挿入されたクローンRecA・R6－phb／pAQJ4　N＃1とRecA・
R6－phb／pAQJ4　C＃1、および逆方向に挿入されたクローンRe　cA・R6－phb／pAQJ4　N＃4と
RecA・R6－phb／pAQJ4　C＃7を作製した（図3－22）。
　Murphyらは、大腸菌recA遺伝子領域（oraA～recX）［30］を用いPCC7002　recA欠損株を
作製したが、本研究ではrecA遺伝子1，654bpをPHA発現ベクターに挿入することにより、ベ
クターサイズの小さいrecA・PHB発現ベクターを作製した．さらに、　recA遺伝子とphb　operon
或いはORF943遺伝子の転写方向の違いが発現様式に変化を与える可能性が考えられたため、4
種類のrecA・PHA発現ベクターを作製し、　recA：：Km組換え体を以下に示す方法にしたがい形質
転換した。すなわち、DNA溶液（10㎎／μ1）0．lml　lこ対してrecA：：Km＃2組換え体と＃3組換
え体の培養液（OD550＝O．8）0．9mlを混和した後、　LS3（580einsteins　cm－2　sec11）、39℃、1％二
酸化炭素条件で90分間培養した。培養後、9mlのカナマイシン（200μg／ml）を含むmediumA
培地を加え、コピー紙で覆い32℃で培養した。48時間後、4μg／mlアンピシリンおよびカナマ
イシン（400μg／ml）を含むmediumA培地を10ml加えて1％二酸化炭素条件で培養した結果、
宿主がrecA：：Km＃2組換え体、　DNAがrecA・R6－phb／pAQJ4　N＃4もしくはrecA・R6－
phb／pAQJ4　C＃1の組み合わせで形質転換したときのみ組換え体の増殖が観察できた。得られた
シアノバクテリア組換え体（第0継代）を遠心により回収して全プラスミドをアルカリSDS法で
調製した後、全量を用いて大腸菌JM109の形質転換を行った（戻し形質転換法）。組換え大腸菌
各10クローンからプラスミドDNAを調製した後、回収されたプラスミドDNAと導入した各プ
ラスミドDNAのA・ull切断様式を比較した。いずれのプラスミドも導入前後で変化が認められ
なかったことから、recA・R6－phb／pAQJ4　N＃4およびrecA・R6－phb／pAQJ4　C＃1はシアノバ
クテリア内に安定に保持されていた（図3－23）。興味深いことに、アガロースゲル電気泳動の写
真からrecA・R6－phb／pAQJ4　N＃4はrecA・R6－phb／pAQJ4　C＃1よりも大腸菌で5～10倍コピ
ー数が高い。このことは、recA遺伝子とphb　operon或いはORF943遺伝子の転写方向の違い
がコピー数等に影響を与えたと考えることができ、またphb　operonの発現量にも何らかの影響
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を及ぼす可能性を示唆している。
（5）安定組換え体の作製
　　　（4）で作製したrecA・R6－phb／pAQJ4　N＃4およびrecA・R6－p／め／pAQJ4　C＃1組換え体培
　　養液（第0継代）50μ1をアンピシリンおよびカナマイシンを含むmediumA培地5mlに接種
　　し1％二酸化炭素条件下、32℃、LS3で定常状態に達するまで培養した（第1継代）。この操作を
　　5回繰り返した後、2種類の組換え体からゲノムDNAを調製した。一一部をとりreα＼プライマー
　　（recA－S　x　recA－AS）およびrbcプライマー（ポジティブコントロ・一一・ル）でPCRを行い、アガ
　　ロースゲル電気泳動によりrecA遺伝子の遺伝子破壊状態を増幅断片の分r・F｛サイズを指標に解
　　析した。
　　　recA－S：　　　　　　5’－Ua＿⊆tt二gct　gcc　aca　aaa　at二g　ct二t　att二c－3’
　　　r∈x　A－AS：　　　　　5’－tga＿a辻Lgc⊆「cca　cgg　cgatcg　agg　しaa　cca　し一3’
　　　r］ocA－S2：　　　　　5’－cta　caa　gg⊆∫tcg　t二tg　ct二a　caa　tg－3’
　　　rbcA－AS2：　　　　5’－gtg　cat二gat　gat　ggg　agt　gcc　ga－3’
94℃，5分→［94°C，40秒；50°C，40秒；72°C，2．5分：30サイクル］→72℃，7分
genome　DNA
x10Ex　Taq　buffer
dNTP
primer－S
primer－AS
Ex　Taq（5　unit／μ1）
d．water
　　　　　1μ1
　　　　　5μ1
　　　　　4μ1
　　　50pmo1
　　　50pmol
　　　O．25μl
adjust　to　50μ1
　その結果、recA・R6－ph　b／pAQJ4　C＃1組換え体では、野生型のrecA遺伝子の増幅断片が観
察されず、recA＋Krn遺伝子のみが増幅された（図3－24）。しかしrecA　・　R6－phb／pAQJ4　N＃4
組換え体では、野生型のrecA遺伝子の増幅断片とrecA＋Km遺伝子が観察された。以上のこと
から、recA・R6－phb／pAQJ4　C＃1組換え体ではSyηechococcus　sp。　PCC7002のゲノムにある
recA遺伝子は完全に破壊され、ベクターにコードされる大腸菌のrecA遺伝子が相補的に機能し
ていると類推できる．一方、同一な遺伝子をもつrecA・R6－phb／pAQJ4　N＃4組換え体ではゲノ
ムDNAにあるrecA遺伝子が存在している。ベクターにコードされるrecA遺伝子の挿入方向の
違いが転写活性等を低下させ、Synechoc‘）ccus　sp．　PCC7002のゲノムにコードされるrecA遺
伝子の機能を100％相補できない可能性がある。
　そこでrecA・R6－phb／pAQJ4　C＃1組換え体培養液（第5継代）50μ1を抗生物質を含まない
mediun恰培地5mlに接種し1％二酸化炭素条件下、32℃、　LS3で定常状態に達するまで培養し
た（第6継代）。この操作を5回繰り返した後、集菌して全プラスミドをアルカリSDS法で調製
した。全量を用いて大腸菌JM109の形質転換を行い（戻し形質転換法）、組換え大腸菌10クロ
ーンからプラスミドDNAを調し、回収されたプラスミドDNAと導入したプラスミドDNAの
Pvull切断様式を比較した。その結果、　recA　・　R6－phb／pAQJ4　C＃1は導入前後で変化がなく、抗
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生物質非存在下でもシアノバクテリア内で安定に保持されていた（図3－25）。
　一般に抗生物質などを選択マーカーとしたベクターで形質転換した遺伝子組換え体は、抗生物
質非存在ドでは選択マーカーの保持能力を消失する場合が多い。今回作製したrecA・R6－
phb／pAQJ　4　C＃1組換え体は、ベクターにコードされているrecA遺伝子が選択マーカーの役割
を担っていることから、ベクターの欠落はすなわち細胞死を意味する。したがってrecA・R6－
phb／pAQJ4　C＃1組換え体は、抗生物質非存在下でもベクターを安定に保持すると考えている。
（6）安定組換え体が生産するPHBの観察
　　　近年、植物ホルモンの一種であるgibberellinの一つ、　GA24蛋白質（gibberellin　24　protein）
　　がAlcaligenes　eu亡rol）hus　H16のPHB合成に関与していることが報告された［31］。この蛋白質
　　はPHB粒子の表面に結合しているが、遺伝子破壊された株ではPHB粒子は1個の大きな穎粒と
　　して細胞内に存在し、かつ合成能を著しく低下させる。またGA蛋白質は、　A．la亡us，　Burkh　olderia
　　caryophJrli，　B．　cepacfa，　B．　solanacearum，　Ps　udomonas　gla亡hei，　Rhodobac亡er　sPhaeroidsや
　　Telluria　mixtclなどPHBを大量に蓄積する菌に広く分布し、　Alcaligenes　eutroph　us　H　16の
　　GA24蛋白質と同様にPHBに結合していることが抗体染色により明らかにされた［32］．一方、
　　グラム陽性菌であるBacillus　mega亡erium，　R．　ruberやグラム陰性菌のAzobacter　sp．，
　　Chroma亡iunl　vinosum，　Comam　onas　acidovoraηs，　Me　thy∬obacterium　sp．，　MycoPlana　rubra，
　　Paracoccus　　denitrificans，　　Ps　udomonas　　sp．，　　Rh　odospirillしIM　　rubrum，　　Rしibri▽ivElx
　　gela亡亡illosuS，　Thiocystis　violaceaなどのPHB蓄積量の低い菌では抗GA24抗体による染色結
　　果から、GA蛋白質が存在しないもしくは極微量に発現していると推察されている［32コ。
　　　したがってPHA合成能をもたないSynechococcus　sp．　PCC7002にGA24様蛋白質が存在し
　　ているかは不明であることから、（5）で作製したrecA・R6－phb／pAQJ4　C＃1組換え体がPHA
　　合成能を有し菌体内でPHAが蓄積できるかは不明である。そこで対数増殖期にあるrecA・R6－
　　phb／pAQJ4　C＃1組換え体（第5継代）を遠心により回収した後、以下に示す手順にしたがいシ
　　アノバクテリア組換え体の超薄切を作製し、菌体内のPHA粒子を透過型電子顕微鏡（HITACHI
　　H7500）で観察した。
　　　最初に0．5％グルタールアルデヒドで処理した細胞沈澱を固定液（Karnovsky液［pH　70～
　　7。4］）　5mlに懸濁し、遠心（3，000rpm、15分）によりpellet化した後、密栓して4℃で24時
　　間固定した（前固定）。上清の固定液を除去し、O．IM　cacodylate溶液5mlに懸濁、5分間放置
　　した後、遠心により上清を除いた。この操作を3回繰り返すことによりpelletを洗浄した後、1％
　　OsO4（O．IM　cacodylate溶液，　pH　7．4）に懸濁し、遠心（3，000rpm、15分）によりpellet化し
　　密栓して4℃で3時間固定した（後固定）。上清の固定液を除去し、0．1M　cacodylate溶液5ml
　　に懸濁、5分間放置した後、遠心により上清を除いた。この操作を3回繰り返すことによりpellet
　　を洗浄し、さらに濾紙を用いてチューブ内壁の余分な緩衝液を除いた。次いで二重固定した細胞
　　pelletを50℃で加熱した後、1．5％寒天（0．1McacodyIate溶液，　pH　7．4）をpelletの2倍容量加え、
　　混和した後、遠心（3，000rpm、15分）し4℃で30分間放置した。寒天凝固後、50％エタノール
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を加えて混和することにより寒天ブロックを回収し、細胞pellet部位（黒くなっている箇所）を
1～2mm角程度の細切ブロックを作製した。得られた細切ブロックを50％，70％，80％，90％，100％
エタノールの順で脱水した（50～90％、各15分を1回：100％、20分を3回）し、さらに100％
アセトンと包埋樹脂の等量混合液に浸け、密宣して37℃、1時間放置した。等量混合液を除き、
包埋樹脂を加え混和して37℃、4時間放置した後、カプセルに樹脂を注入し、先端に細切ブロッ
クを入れ重合させた（37℃、12時間→45℃、12時間→55℃、24時間→65℃、24時間）eトリ
ミングを行い、80～85nmの超薄切を作製した後、酢酸ウラニル染色液（20分）→クエン酸鉛染
色液（10分）の順に電子染色をおこない（遮光条件、室温）、得られた試料を透過型電’f一顕微鏡
で観察した。
　結果を図3－26にまとめるが、PHA産生能を有するrecA・R6－phb／pAQI4　C＃1組換え体内に
は野生株では観察されない白い穎粒が多く存在した（なお黒い粒子は、OsO4溶液の洗浄不十分
により生じたと思われる）。A1（raligenes　eutrophtis　H16の電子顕微鏡観察で菌体内に存在する
白い穎粒がPHBであることから［33］、本研究で作製した組換え体の内部にある穎粒もPI　IAで
あると考えられる。特にPHA穎粒は増殖後期の細胞（形態的に大きな細胞）に多くみられるこ
とから、増殖後期以降にPHA穎粒が蓄積されると思われる。
　そこでポリマー分子鎖の開裂が極めて少なく、高純度なPHAを得る方法として知られる溶媒
抽出法［34］によりrecA・R6－phb／pAQJ4　C＃1組換え体（第5継代）からPHAを精製し、　FT－IR
測定、室温GPC（gel　permeation　chromatography）測定（GPCは分子のサイズの差に基づいて
分離を行う液体クロマトグラフィーの一種であり、高分子物質の分子量分布および平均分子量を
測定する手法）およびGC－MS測定を行い、シアノバクテリアで生産されるPHBの特性につい
て解析した。
　－85℃にて凍結保存したrecA・R6－phb／pAQJ4　C＃1組換え体を滅菌水1m1に懸濁、超音波破
砕（50W、3分）した後、遠心（15，000rpm、20分、4℃）により残渣を回収してクロロホルム
1mlを加えて一晩混和した。遠心によりクロロホルム層を回収し、　O．2ml前後になるまで37℃で
加温した．メタノールを約1．8ml加え、－85℃に一晩放置して沈澱させた後、遠心によりPHA沈
澱を回収し測定試料とした。各測定によりrecA・R6－phb／pAQJ4　C＃1組換え体で生産されるPHB
は、平均分子量を100万（PMMA基準の相対値）とする高分子ポリマーであり、少なくとも3
種類の成分βhydroxybutyric　acid，1actic　acid，　hydroxyvalic　acidから構成されると考えられ
た（図3－27）。
　したがって、recA・R6－phb／pAQJ4　C＃1組換え体はヒドロキシアルカン酸をモノマー単位と
する高重合体のポリマー、すなわちポリーヒドロキシアルカナート（PHA）を合成し、菌体内で穎
粒状に蓄積できることが明らかとなった。また菌体の乾燥重景あたり10％のpHBが蓄積してい
ることが判明し、従来よりも数十倍発現効率の高く、かつ安定な遺伝子発現系が構築できたとい
える。
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（7）代謝工学的手法による生産能の向上
　　　シアノバクテリアでPI　Lへを蓄積する種としてOscilla亡oria　limosa，　Gloe1亡hece　sp．　PCC6909，
　　Synechococcus　sp．　MA19などがあり［35－37］、また近年ではシアノバクテリアPCC6803も
　　PHA　synthetase遺伝子が存在し、栄養飢餓状態でPHAを産生することが報告された［38］。　PHA
　　の原料であるアセチルCoAはビルビン酸からピルビン酸デヒドロゲナーゼ複合体の反応、または
　　脂肪酸β酸化反応、さらに酢酸の活性化反応などで生成される。このアセチル基はオキサロ酢酸
　　と反応してクエン酸を生じクエン酸回路（TCAサイクル、　Krebs回路）にはいる。しかしシア
　　ノバクテリアは、完全なTCAサイクルをもたないといわれており、　PHAは炭素源或いは電子の
　　貯蔵物質であると推察されている［39］。
　　　シアノバクテリアは、光条件下ではCalvin－BensOn回路により二酸化炭素を固定化し、グリ
　　コーゲンを蓄積する（グリコーゲンは炭素源或いはエネルギー源として蓄える）［39，40］。一方
　　暗条件下では、蓄積したグリコーゲンを酸化的ペントースリン酸経路により酸化し、エネルギー
　　をつくる［39，40］。したがってシアノバクテリア内でPHB量を高めるためには、　acetyl　CoA
　　synthetaseなどを過剰量発現させてPHA合成の原料となるacetyl　CoAを大量に提供する必要
　　があると思われる。近年、in　vi亡roで効率的にPHAを合成させるためには、acetyl　CoA　synthetase
　　によるCoAのリサイクルが重要であることが示されている［41］。
　　　以上のことから、Synechococcus　sp．　PCC6803株のacetyl　CoA　synthetaseおよび脂肪酸か
　　らAcyl　COAを合成するAcyl　CoA　synthetaseに着目し、シアノバクテリア組換え体での該遺伝
　　子とphb　OperonおよびrecAの共発現によるPIM生産能の向上について検討した。
　　　趣vnechococcLls　sp．　PCC6803株のacetyl　CoA　synthetase遺伝子はPCR増幅により単離し
　　た。東大池内教授より提供されたSynechococcus　sp．　PCC6803のゲノムDNAを鋳型に下記に
　　示すプライマー（Ncol／Xbal部位を挿入）でPCRを行い、アガロースゲル電気泳動により目的
　　断片を精製した。精製された増幅断片をKlenow　fragmentおよびT4　polynucleotide　kinase
　　　（Amasham　Pha㎜acia　Bi。tech）で平滑化、リン酸化処理した後、　Ncdで切断した。　acetyl　CoA
　　synthetaseの遺伝子発現を亡rcプロモーターで制御するため、同断片を亡rcプロモーターの下流
　　にある／＞col，　Hincll部位に連結し（trcプロモーターをクローニングしたプラスミドtrc／pBS
　　のNcol，　Hincll部位）、　trc／Acetyl／pBS（t／A）を作製した（図3－28）。
6803acetyl－CoA－S
6803acetyl－CQA－AS
5L「㎜＿GCA（IZXP　A⊂℃ATT　GAA　tl［VC　ATC－3　T
　　Nco工　sユt二e
51－○⊂S［1－＿（WW　TAT　TAG　C（℃「工℃℃O（［lnl；AAT　TT－31
　　　＞〈ba工sit二e
PCR条件
　　94°C，5分→［94℃，40秒；53℃，40秒；72QC，2分：25サイクル］→72℃，7分
　さらにt／AクローンをXbalで切断し約2，3kbの断片（trc／Acetyl断片）を回収し、　recA・
R6－phb／CのXbal部位にクローニングし、　Acetyl／RecA／R6－phb　t／A＃3（t／A断片がphbオ
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ペロンに対して順方向に挿入されているクローン）、AcetyレRecA／R6－phb　t／A＃6（t／A断片が
phbオペロンに対して逆方向に挿入されているクローン）を作製した。
　同様にPCR増幅された5愛vnechococcτ1s　sP．　PCC6803株のacetyl　Co，tl，　synthetase遺伝子を
XbaI，　Ncolで切断・精製した後、　R6rbcプロモーター（Nc（っ1／Ba1ηHI断JI’）と混和してpUC19
のBaniHI，　XbaI部位にクローニングし、　R6rbc／Acetyl／pUC（r／A）を作製した（図3－29）。
さらにr／AクローンをEcoRI　．　Xわalで切断して約2．3kbの断片（R6rbc／Acetyl断片．）を回収
し、Klenow　fragmentおよびT4　polymlcleotide　kinase（Amasham　Pharmacia　Biotech）で
平滑化、リン酸化処理した。同断片をrecA・R6－phb／Cの平滑処理したXlっ，al部位に連結し、
Acety1／RecA／R6－phb　r／A＃11（r／A断片が1）hbオペロンに対して逆方向に挿入されているク
ローン）を作製した（図3－－29）。
　一方、E．　coli　Acyl　CoA　synthetase遺伝子はPCR増幅により単離した。大腸菌JM109のコロ
ニーを鋳型に下記に示すプライマー（Ncol／BamHI部位を挿入）でPC　Rを行い、アガロースゲ
ル電気泳動により目的断片を精製した。精製された増幅断片をKlenow　fragmentおよびT4
polynucleOtide　kinase（Amasham　Pharmacia　Biotech）で平滑化、リン酸化処理した後、　pUC18
SmaI部位に連結し、　Acyl／pUCl8を作製した。
Acyl　CoA－S：　　5’一⊆；Cg－at　g－gag　aag　gt　t　tgg　ctt二aac　cgt　t二at－3’
A⊂yl　CoA－AS：　5Ltg皿⊆＿⊆t二t二atc　agg　cしし　tat二tgrt二cca　ct二t二tニー3’
PCR条件
　　94℃，5分→［94°C，40秒；55℃，40秒；72℃，2．5分：35サイクル］→72℃，7分
　次いでAcy1　CoA　synthetase遺伝子の発現をR6rbcプロモーターで制御させるため、Acyl　CoA
synthetase遺伝子とR6　rbcプロモーターを開始コドンATGで連結させた。すなわち（4）で
作製したR6　rbcプロモーター（13amHI／Ncd）とAcyl／pUC18をBaml　lI／！Vcol切断して得ら
れるAcyl　CoA　synthetase遺伝子断片を混和してpUCI9のBamHI部位に連結し、　R6－Acyl
／pUC19を作製した（図3－30）。さらにR6－Acyl／pUC19をBan］HIで切断して約2kbの断片
（R6－Acyl）を回収し、　R6－phb／NとR6－phb／CのBamHI部位にクローニングしR6－
Acy1／R6－phb／N、　R6－Acyl／RR6－phb／Cを作製した。また同時にpAQJ4－MCSのBaml－II部位
に同断片をクローニングすることによりR6－Acyl／N、　R6－Acyl／Cも作製した（図3－30）。
　作製した7種類のベクターを用いてシアノバクテリアを形質転換した結果、いずれも組換え体
を選別できなかった。そこで形質転換に用いる二酸化炭素濃度条件を通常の1％から15％に変え
ることで増殖速度を向上させて組換え体を選別できるか検討した。また光条件にっいても検討し
たが・いずれの条件下でも構築した7種類のベクターを導入したシアノバクテリア組換え体を回
収することができなかった。
　大腸菌組換え体においてもacetyl　C（）A　synthetaseやAcyl　C⊂）A　synthetase遺伝子を発現さ
せることで増殖抑制が認められたことから、シアノバクテリア内でも同様な現象が起きた可能性
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は高い。しかもシアノバクテリアは大腸菌よりも増殖速度が遅いため、増殖阻害がより顕著にあ
らわれたと考えられる。したがって、acetyl　CoA　synthetaseやAcyl　COA　synthetase遺伝子等、
代謝経路に関与する遺伝子を安定に発現できる組換え体を得るためには、制御のON／OFFが厳
密なプロモーターの制御下におくことが必要であると思われる。
（8）使用コドン頻度を考慮した発現能向上（phbC遺伝子の改変）
　　　外来遺伝子を効率的に発現させるためには、宿主におけるコドンの使用頻度を考慮する必要が
　　ある。フィコシアニンなどシアノバクテリアで多量に発現している遺伝子ほどコドンの使用頻度
　　に偏りがある。しかし発現量の少ない遺伝子では、コドンの使われ方に偏りが少なく、使用頻度
　　の低いtRNAを使っても効率よく生合成するように、コドンの使用頻度と発現量とは密接な関係
　　にある。大腸菌では、使用頻度の低いコドンを多く含む遺伝子の発現効率を上昇させると誤った
　　アミノ酸が取り込まれる、或いは合成が途中でストップすることが報告されており［42］、シアノ
　　バクテリアでも同様な現象が起きると推察できる。したがって、シアノバクテリアにおいて外来
　　遺伝子を宿主の可溶性蛋白質の10％以上の高い効率で発現させるためには、シアノバクテリアで
　　使用頻度の高いコドンに改変するなどの工夫が必要である。
　　　特に外来タンパク質のN末端のコドンの使用頻度が宿主と大きく異なっていると翻訳効率が低
　　く、十分な発現量を得ることができない。そこでphb　operonの5’領域に存在するphbC遺伝子
　　の翻訳開始点から30アミノ酸残基のコドンをPCC7002株の主要コドンに改変し、　PHA合成能
　　の向上について検討した。
　　　Alcaligenes　eutrophus　H　16株のPHA合成遺伝子群のコドン使用頻度を表3－6にまとめた。
　　Alcaligenes　e　u亡roph　us　H　16株のph　bC，phbA，phbB遺伝子では、　TrAとCTA（Leu）、　ATA（lle）、
　　TCTとTCG（Ser）、　CCT（Pro）、　ACA（Thr）、　CAT（His）、　AGAとAGG（Arg）などの使用頻度が低
　　い。一方Syηechococcus　sp，　PCC7002株の主要蛋白質であるRubiscoのrbcLとrbcS、光合
　　成系II反応中心のD2蛋白質、チトクロームc－550、フィコシアニンαとβ蛋白質など5種類の
　　遺伝子のコドン使用頻度を表3－6にまとめる。Synechococcus　sp．　PCC7002ではCTA（Leu）、
　　ATA（Ile）、　TCAとTCG（Ser）、　CCA（Pro）、　ACA（Thr＞、　CAT（His）、　GAG（Glu）、　AGAとAGG（Arg）
　　などのコドンの使用頻度が低く、その多くはAlcaligenes　eu亡roph　us　H　16株のときと一致してい
　　る。しかし使用頻度の高いコドン、例えばGlyの場合、　A！ca！igenes　eu亡roph　us　H　16株ではGGC
　　でありSynechococcus　sp．　PCC7002ではGGTのように一致しない。特に外来タンパク質のN
　　末端のコドンの使用頻度が宿主と大きく異なっていると翻訳効率が悪く、十分な発現量を得るこ
　　とができない。
　　　最初にtVcaligenes　eutroph　tis　H　16株のphbCのN末端アミノ酸配列30残基のコドンを
　　5yηechococclls　sp．　PCC7002の主要コドンに遺伝子改変するため、以下のオリゴマーを設計・
　　合成した。R6rbc／phb（BamHI／EcoRV）／pBSを鋳型にphb－AS（N←B）とR6rbc　promoterプ
　　ライマーの組み合わせで非対称PCRを行い、得られた増幅断片をS－400スピンカラムで精製し
　　た。エタノール沈澱した後、同増幅断片をセンスプライマーに、アンチセンスプライマーに
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phb－EcoRV（1050）、鋳型にR6rbc／phb（BiiniHI／EcoRV）／1）BSを用いて2nd　PCRを行った。
日的増幅断片をアガロースゲル電気泳動で回収した後、制限酵素．・Vul切断により改変遺伝子断片
を確認した。3rd　PCRには、制限酵素AVul切断したDNA断片を鋳型に、ブライマーとしてR6rbc
プライマーとphb－EcoRV（1050）を用いた。目的増幅断片をアガロースゲル電気泳動で回li又した
してKlenow　fragmentおよびT4　polynucleotide　kinase（Amasham　Pharmacia　Biotech）で
平滑化・リン酸化処理した後、pUC18　Snial部位に連結し、　maic）r　R6rbc／Phb／PUCI8を作製
した（図3－31）。
phb－AS（NeB）　79　mer
5’－GanZ＿⊆GA　AOC　GAC　CGG　GGG　TAA　CCT［［GA　AGG　G皿GAG　A㎝
　　Sau3A工　siヒe
　　　　　　　　　　TAC　（コ『工’（コ［T　〔過3　TAG　AAG　⊂：AG　C1￥［∋　CAC　ccrr　TAC　C（X｝　「工’A（∋　C－31
phb－EcORV（1050＞　5L（UaU　AC　CGA　G工T　GAG　CCG　GCG（℃GA　T⊂T－3「
　　　　　　　　　　　　　EcOR▽sコーte
PCR条件
　　94°C，5分→［94℃，40秒；50℃，40秒；72℃，2分：25サイクル］→72℃，7分
R6rbc／phb（BamHl／EcoRV）／pBS（xl　OO　dil）　　　1μI
x10Ex　Taq　buffer　　　　　　　　　　　　　　　　5μI
dNTP　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4μI
phb－AS（N←B）　　　　　　　　　　　　　　　250　fmol
R6　rbc　primer　　　　　　　　　　　　　　　　5．5　fmol
Ex　Taq（5　unit／μ1）　　　　　　　　　　　　　　　O．5μI
d．water　　　　　　　　　　　　　　　　adj　ust　to　50μ1
　　　　　　　　1　st　PCRの反応液組成
R6rbc／phb（BamHl／EcoRV）／pBS（x100　dil）　　O．5μl
x10Ex　Taq　buffer　　　　　　　　　　　　　　　5μl
dNTP　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4μ1
1st　PCR　product（sense　primer）　　　　　　　　pellet
phb－EcoRV（1050）　　　　　　　　　　　　　　50　pmol
Ex　Taq（5　unit／μ1）　　　　　　　　　　　　　　O．5μ1
d．water　　　　　　　　　　　　　　　　adjust　to　50μ1
　　　　　　　　2nd　PCRの反応液組成
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2rld　PCR　product（x　50　dil）
x10Ex　Taq　buffer
dNTP
R6　rbc　primer
phb－EcoRV（1050）
Ex　Taq（5　unit／μ1）
d．water
3rd　PCRの反応液組成
　　　　　1μ1
　　　　5μ1
　　　　4μ1
　　　50pmol
　　　50pmol
　　　　O．5μl
adjust　to　50μ1
　得られたクローンをBamI¶，　EcoRVで切断してR6rbc／phbC遺伝子（約460bp）断片を精
製した後、同断片をLc7－1（phboperon／pUC19）のBamHL　EcoRV部位に連結し、野生型phb
operQnのphbC遺伝子領域を改変phbC遺伝子領域に置換したmajOr　phb／pUC19を作製した
（図3－31）。
　次にシアノバクテリア形質転換ベクターを作製するため、maior　phb／pUC19をBamHI，　Eα）RI
で切断しR6rbc／phb　operon（約5kb）断片をアガロースゲル電気泳動で回収した。同断片を
pAQJ4－MCSおよびpAQJ4－MCS（C）のBamHI，EcoRI部位に連結し、major　R6－phb／pAQJ4＃N1，
＃C1を作製した。さらにrecA断片（BaniHI／BamHI断片）をmajOr　R6－phb／pAQJ4＃Nl，＃C1
のBamHIに連結することにより、malor　recA・R6－phb／pAQJ4　N＃1とm釦or　recA・R6－
phb／pAQJ4　C＃1（recAがphb　operonに対して順方向に挿入されているクローン）およびmaior
recA・R6－phb／pAQJ4　N＃9、　major　recA　・　R6－phb／pAQJ　4　C＃19（recAがphb　operonに対
して逆方向に挿入されているクローン）を作製した（図3－32）。
〈大腸菌組換え体を用いた解析＞
　4種類のma　lor　recA・R6－phb／pAQJ4を用い、大腸菌組換え体におけるphb　OperOnの発現様
式を解析した。
　各組換え体2クローンをアンピシリンを含むLB寒天培地一一晩培養し、各5x107cellを4～20％
濃度勾配SD9．　－PAGEを行った結果を図3－33に示す。　phbA遺伝子の発現はmalor　recA・R6－
phb／pAQJ4　N＃1およびmator　recA・R6－phb／pAQJ4　C＃1組換え体では野生型phb　operonを
導入した組換え体と比較し少なくとも10倍以上高いが、major　recA・R6－phb／pAQJ4　N＃9、
m紺or　recA・R6－phb／pAQJ4　C＃19では低かった。一一方phbB遺伝子の発現は、　major　recA・
R6－phb／pAQJ4　N＃1およびmalor　recA・R6－phb／pAQJ4　C＃1組換え体で高く、major　recA・
R6－phb／pAQJ4　N＃9、　ma　lor　recA・R6－phb／pAQJ4　C＃19では低い。また野生型phb　operon
を導入した組換え体と比較しても顕著な差が認められなかった。しかしながらph　bC遺伝子の発
現は、4種類の組換え体で変化がなく、また野生型phb　operonを導入した組換え体と比較して
も顕著な差を観察できなかった。
〈シアノバクテリア組換え体を用いた解析＞
　2種類のrecA：：Kmシアノバクテリア組換え体（recA：：Km＃2組換え体と＃3組換え体：
OD55［、＝O．8）0．9m1を作製した4種類のmalor　re　cA　・　R6－phb／pAQJ4のDNA　O．1m1とそれぞれ
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混和した。LS3（580einsteins　cl／l－2　sec－1）、39℃、1％二酸化炭素条件で90分間培養した後、
9mlのmediumへ培地を加え、コビー紙で覆い32℃で培養した。ユ8時間後、2倍濃度（40（）μ9／ml）
のKanamycinと2倍濃度（8μ9／ml）のAmpicUlinを含むmediunLA培地を10m1加えて1％
二酸化炭素条件で培養し、シアノバクテリア組換え体（第0継代）を選別した。その結果、
recA：：Km＃3組換え体xmalor　recA　・　R6－phb／pAQJ4　N＃1を除く7種類の形質転換体を得るこ
とができた。
　対数増殖期のrecA：：Km＃3組換え体x　malor　recA・R6－phb／pA（L2J4　C＃1およびm欲，r　recA・
R6－phb／pAQJ4　C＃19、　recA：：Km＃2組換え体xm司or　recA・R6－phb／1）AQJ4　C＃1および
malor　recA　・　R6－phb／pAQJ4　C＃19の培養液（第0継代）の一一部を用い、全プラスミドをアルカ
リSDS法により調製し大腸菌を形質転換すること（戻し形質転換法）によりベクターの安定性に
っいて解析した。培養液L5m1から回収した全プラスミドDNA（3／20容量）で大腸菌を形質転
換し、各3クローンを選別してスクリーニングした。プラスミドDNAを制限酵素A’ullで切断
し、切断様式を比較した結果、いずれも導入したプラスミドと同一のパターンを示した（図3－3・4）。
さらに塩基配列を部分解析した結果、いずれも用いたプラスミドの配列と一・致した。したがって
ma　l⊂）r　recA　・　R6－phb／pAQJ4　C＃1およびm司⊂）r　re　cA　・　R6－phb／pAQJ4　C＃19は、シアノバクテ
リア内で安定に保持されると推察できる。そこで各組換え体内に存在するPI　IA粒子をNile　Blue　A
染色により検出し、存在量にについて検討した。培養液0．5m1から菌体を遠心により回収した後、
1％Nile　Blue　A　O．4m1に懸濁した。55℃で10分問保温することにより染色を行い、遠心によ
り菌体を回収した。8％酢酸で1回、滅菌水で3回洗浄した後、460nmで励起した状態で顕微鏡
でPHA粒子の状態を観察した。その結果、7種類の組換え体でPHA粒子は穎粒として観察され、
細胞あたり5～15個の粒子の存在が確認できた。さらにCシリーズではNシリーズと比較して
細胞あたり5～10倍PHA粒子が観察でき、特にNシリーズではPHA粒子を持たない細胞も観
察されることから、Cシリーズよりもプラスミドの安定性が低い、もしくは生産能が低いと考え
ることができる。
　そこで創製したPHA粒子の存在量の高い組換え体recA：：Km＃3xmajor　recA・R6－
phb／pAQJ4　C＃19組換え体（第0継代）を組成の異なる4種類のmediumA培地に接種し、　LS3
（580einsteins　cm－2　sec－1）、30℃、1％二酸化炭素条件で4日間培養した。遠心により菌体を
回収した後、培地組成変化によるPHA構成成分への影響をGC／MSで測定した。
CH　COONH　conc　　NaNO　conc　m／ml　KH　PO　conc　m／ml
OmM
OmM
OmM
OmM
?）?
??
」??
0．05
0．05
0．005
0．005
＊網掛けは通常用いている各成分濃度を示す。
具体的には、試料をガラス製バイアルに採取し、0．5mlのクロロホルムを加えて、密栓後、70℃
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で1時間懸濁させた。その後、放冷し、窒素気流下で濃縮・乾固した。
　1mo1／L水酸化ナトリウム水溶液を加えて、80℃で1時間加水分解を行い、放冷後、0．45ml
の1mol／L塩酸水溶液を加えた後、窒素気流下で濃縮・乾固した。その後0．1mlのDMF、0．1ml
のMTBSTFAを加え、70℃で1時間静置し、誘導体化を行った。0．5mlの精製水と0．5m1の酢
酸エチルを加え、撹搾後、遠心分離（3，000rpm、5分間）を行い、酢酸エチル相を採取し、　GC／MS
測定用試料とした。GC／MS測定条件を以下に示す。
GC／MS
Column
Column　Temp
lnjection　Temp
lnterface　Temp
Ion　Source　Temp
lon　Energy
Emission
Scan　Range
lnjection　Volume
：MD－800（Fisons）
：HPUItra－2　25mm　x　O．20mm　LD．　x　O．33　Vm　Film
：45℃for5min　then　to　280℃，hold　lOmin，10℃／min
l240℃
：280℃
：250℃
：70eV
：150（El）
：m／z10～500
：1μ1
　窒素およびリン酸濃度の異なる培地で培養した各組換え体におけるGC／MS測定から算出した
PHA構成成分変化を表3－7にまとめる。本実験では、シアノバクテリア菌体からPHAを精製せ
ずに直接PHA成分のβ　－hydroxybutilic　acidと1actic　acidについて定量した。その結果、窒素
濃度を1／2、もしくはリン酸濃度を1／10に制限することによりPHA中に含まれるLactic　Acid
量はそれぞれ約9倍、約5倍増加することが判明した。しかし窒素濃度およびリン酸濃度を1／2、
1／10へ同時に制限した場合、PHA中に含まれるLactic　Acid量の増加は2，5倍程度しか観察さ
れなかった。
　また参考データであるが、窒素濃度やリン酸濃度の制限は単位細胞当たりのPHA蓄積量を増
加させる傾向にあり、特に窒素濃度およびリン酸濃度の同時制限はPHA蓄積量をより増加させ
ることが可能であると思われた（表3－7）。
　さらにrecA：：Km＃3xmajor　recA・R6－phb／pAQJ4　C＃19組換え体を抗生物質を含まない
mediunA培地で継代を5回繰り返してからKanamycin（200μg／m1）およびAmpicillin（4μ
g／rnl）を含むmediumA培地で培養することで、　SynechOcoccus　sp．　PCC7002　recAノック
アウト株（recA遺伝子を有するプラスミドが脱落するとシアノバクテリアには致死的となること
から、“recAノックアウト株”と呼ぶ）を選別した。得られた培養液1．5mlから全プラスミドDNA
を同収して大腸菌の戻し形質転換を行い、制限酵素A’ull切断様式を観察した。その結果、導入
前後で同一の切断パターンを示し、塩基配列を部分解析したところ挿入前のプラスミドの配列と
一致した。したがってnlaio　r　re　cA　・　R6－phb／pAQJ4　C＃19は、シアノバクテリア内で安定に保持
されると結論づけた。
　プラスミドDNAが安定に保持されていることを確認した組換え体を抗生物質を含むmediumA
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培地に接種、培養した（第6継代）。またrecA：：Km＃3株をネガティブコントロールとして
用いるため、抗生物質を含むniediunL，iL培地に接種、同様に培養した。対数増殖初期（（）1］）sJ，o＝2
～3）にある組換え体培養液にグルタールアルデヒドを終濃度0．5％になるように加え、菌体を固
定化した。リン酸バッファーで洗浄、次いで遠心操作を用いながら2％四酸化オスミウムにて16
時間固定（4℃）後、同バッファーにて2～3回洗浄し、寒天包埋（Type　NII、　AGER社）処理を
行った。その後、エタノール系列にて脱水、QY2を置換剤とし樹脂と置換した。なお樹脂は、
Araldite／QutOl　812の1昆合液を用いた。60℃、24時間で重合し包埋したブロックをミクロトー
ム（ULTRACUT　UCT）にて超薄切片を作製し、定法通り酢酸ウランとクエン酸鉛の2重染色を
行い、透過電子顕微鏡H－7500にて観察した。その結果、PHA粒fは最初チラコイド膜周辺に
小さな粒子として合成され、増殖とともに次第に大きくなることが類推できた。対数増殖期にお
いては、recA：：Km＃3xmator　recA・R6－phb／pAQJ4　C＃19組換え体では数多くのPHA粒子
がチラコイド膜周辺に観察された（図3－35）。
　一方、recA：：Km＃3株およびmaior　recA・R6－phb／pA（QJ4　C＃19組換え体、各5x107　cell
を4～20％濃度勾配SDS－PAGEにapplyし、電気泳動終r後にクマシーで染色した。結果を図
3－36に示すが、phbCの遺伝子産物がクマシー染色レベルで検出できたことから、　phlX；のN末
端アミノ酸配列30残基のコドンをシアノバクテリアで頻度の高いコドンに改変することで翻訳
効率が著しく向上したといえる。興味深いことに、大腸菌組換え体での蛋白質発現パターンの観
察結果では、コドンを改変したphbCの遺伝子産物よりもむしろphbAの遺伝子産物の発現量が
著しく向ヒしていた。このことは、大腸菌とシアノバクテリアではコドンの使用頻度が異なって
いるのみならず、遺伝子の翻訳機構もしくはmRNA安定性の機構等も異なっていると考えられ
る。
第五節　分泌蛋白質発現ベクターの創製
　（1）lntein融合蛋白質を利用した遺伝子発現系の利点
　　　　現在までにシアノバクテリアの宿主一ベクター系は数多く報告されているが、外来遺伝子を効
　　　率的に発現させた例は少ない。一般に外来遺伝子を発現させる場合、高い活性を有するプロモー
　　　ターの選定や高コピー数を示すベクターの構築が重要となる。
　　　　第四節でSynechococcus　sp．　PCC7002のRubisc（，遺伝子のプロモーターを改変し、二酸化炭
　　　素濃度変化に対する応答性が低く、かつ高い活性を維持したプロモーターを創製した。また第三
　　　節ではシアノバクテリア内で起きる相同組換え機構について解明するとともに、宿主内で安定な
　　　ベクターを構築した。
　　　　そこで本節では、開発したシアノバクテリアの宿主一ベクター系のプロテインスプライシング
　　　を利用したタンパク質発現・精製システム［43－45］への応用を検討した。本システムによれば、（1）
　　　Proteaseを用いずに目的タンパク質を融合タンパク質から切り出して精製できる、（2）目的産物
　　　に余分なアミノ酸が付加されないなど、幾つかの利点がある。特にシアノバクテリアを用いた外
　　　来遺伝子発現系は1℃，1；・Nラベル化蛋白質などの作製に適しており、精製が簡便であることおよ
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び精製コストが安価であることが必要であると考え、本システムを検討した。
（2）分泌型Intein融合蛋白質発現ベクターの作製
　　　シアノバクテリアで生産された蛋白質の精製を簡便化するため、細胞外へ分泌可能なシグナル
　　ペプチドを付加させることを試みた。
　　　一般にシアノバクテリアの分泌シグナルについて知られていないが、シアノバクテリア組換え
　　体がアンピシリン耐性になることに着目し、アンピシリン分解酵素であるβ一lactamase（bla遺
　　伝子）のシグナル配列について検討した。特にタンパク質発現においてN末端アミノ酸配列のコ
　　ドン使用頻度が宿主と大きく異なると発現効率が著しく低下することから、シアノバクテリアで
　　使用頻度の高いコドンにシグナルペプチド部分のコドンを改変した．
〈trc／bla／SSI／pTYB1の作製〉
　外来蛋白質としてSSI（Streptomyces　subtilisin　inhibitor）タン1、ク質［46－48］を選択した。
まずN末端のシグナルペプチドをβ一lactamase（bla遺伝子〉のシグラルペプチド23残基に置換
させるため、以下のオリゴマーを設計・合成した。各1nmolをTEN　buffer　100μ1中で95℃、
10分間熱変性した後、室温まで放置することによりアニーリングさせた後、エタノール沈澱で精
製した（Ncol－Narl断片）。一方、　SSI遺伝子はpOST　1ベクター（神戸大学　田村先生から供与：
SSI遺伝子の上流にシグナルペプチドOmpA遺伝子が導入）を制限酵素Narl／）xrholで切断する
ことにより調製した（Narl－Xh　ol断片）。2種類のDNA（Ncol－Narl断片とNarl　Xh　ol断片）
をtrc／pBS（trcプロモーターをもつpBluescriptll　KS（一）ベクター）の制限酵素Ncol／Xhol部
位に連結し、trc／bla／SSIを作製した（図3－37）。
bla－S　　（Nco工／Nar工）　69　mer
　　　　　　　　　　5L（IAT（打℃TAT　CCA　A〔二A　C皿CQG　TGT　TGC　TCT　CAT　COC　CT「r
　　　　　　　　　　　NcoI　cohesive　site
　　　　　　　　　　　　　　　　CTT　CGC　TGC　TT：P　CTG　TCT　CCC　CGT　TTT　OGC－31
bla－AS　（Nar工　／Nco工）　67　rn∈or
　　　　　　　　　　5琿一GOG　OGA　AAA　CGG　GGA　GAC　AGA　AAG　CAG　OGA　Aen　AGG　GGA
　　　　　　　　　　　Nar工　cohes　ive　site
　　　　　　　　　　　　　　　　　「rGA　GAG　CAA（：AC　GGA　A（］r　GT］⊃GGA　TハG　A－3，
　さらにtrc／bla／SSIをXbal、　Xholで切断し、約0．7kbのDNA断片を精製した（trc／bla／SSI
遺伝子：Xba卜Xh　ol断片）。またInteinタンパク質のN末端にSSIとintein遺伝子のreading
frameがin－frameで連結させるため、以下のオリゴマーを設計・合成した。各1nmolをTEN
buffer　100μ1中で95℃、10分間熱変性した後、室温まで放置することによりアニーリングさせ
た後、エタノール沈澱で精製した（Xh　o卜Sapl断片）。調製した2種類のDNA断片（Xbal－．Xh　ol
断片と．X’h　ol－Sapl断片断片）をpTYB　1ベクター（New　England　Biolabs）の制限酵素XbaI／SapI
部位に連結し、trc／bla／SSI／pTYB　Iを作製した（図3－37）。
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SS工一S　（Xho工／Sap工＞　　18　metr－
　　　　　　　　　　5，一「工（］≡｝A㏄⊂｝工T「工『［℃（XJI’「li工℃－31
　　　　　　　　　　　XhO工　cOhesive　site
SS工一AS　（Xhol／Sapl）　17　m∈－
　　　　　　　　　　5’一（］CA　GAA　A㏄GAA　AAC　GC－3t
　　　　　　　　　　　Sap工　cOhes　i▽e　site
〈trc／bla／SSI／pAQJ4の作製〉
　シアノバクテリア発現ベクターを作製するため、trc／bla／SSI／pTYB1をBspE　1，　Xbalで切断、
Klenow　fragmentおよびT4　polynucleOtide　kinase（Amasham　Pharmacia　Biotech）で平滑
化、リン酸化した。アガロースゲル電気泳動でtrc／bla／SSI／lntein／CBD断片を回収した後、
pAQJ4－MCS（C）の制限酵素Smal部位に連結し、　trc／bla／SSI／pAQJyl＃1（trc／bla／SSI
／lntein／CBD断片がorf943の転写方向に対して逆方向に挿入）、　trc／bla／SSI／pAQJ4＃3
（trc／bla／SSI／lntein／CBD断片がorf943の転写方向に対して順方向に挿入）を作製した（図
3－37）。
（3）シアノバクテリア組換え体を用いた解析
　　　Synechococcus　sp．　PCC7002の形質転換は以ドの方法にしたがった；Synec1コoc‘）ccus　sl）、
　　PCC7002（OD55〔1－0．8）O．9m1を作製した2種類のtrc／bla／SSI／pAQJ4＃1、trc／bla／SSI／pAQJ4
　　＃3のDNA　O．1mlとそれぞれ混和した。　LS3（580einsteins　cm－2　sec－1）、39℃、1％二酸化炭
　　素条件で90分間培養した後、9mlのmediumA培地を加え、コピー紙で覆い32℃で培養した。
　　48時間後、2倍濃度（8μg／ml）のAmpicillinを含むmediumA培地を10ml加えて1％二酸化
　　炭素条件で培養し、シアノバクテリア組換え体（第0継代）を選別した。
　　　さらに対数増殖期の各組換え体の培養液（第0継代）の・部を用い、全プラスミドをアルカリ
　　SDS法により調製し大腸菌を形質転換すること（戻し形質転換法）によりベクターの安定性につ
　　いて解析した．培養液1．5mlから回il又した全プラスミドDNA（5／20容量）で大腸菌を形質転換
　　し、各5クローンを選別してスクリーニングした。プラスミドDNAを制限酵素Pvullで切断し、
　　切断様式を比較した結果、いずれも導入したプラスミドと同一のパターンを示した（図3－38）。
　　また塩基配列を部分解析し、いずれも用いたプラスミドの配列と一一致したことから、
　　trc／bla／SSI／pAQJ4＃L　trc／bla／SSI／pAQJ4＃3はシアノバクテリア内で安定に保持されたと
　　類推できる。
　　　そこでtrc／bla／SSI／pAQJ4＃3組換え体を選択し、融合タンパク質の確認を実施した。組換
　　え体およびSynechococcus　sp．　PCC7002株各4x107cellおよび培養上清各400μ1を4～20％
　　濃度勾配SDS－PAGE・クマシー染色で解析した結果、組換え体の培養一ヒ清に目的分子量の位置
　　に融合蛋白質が検出された。すなわち、組換え体では融合蛋白質が発現し、bla遺伝r一のシグナ
　　ルペプチドにより分泌型となったと考えられる（図3－39）。
　　　そこで目的蛋白質が分泌されていることを確認するため、作製した2種類のシアノバクテリア
57
形質転換体（第2継代）およびPCC7002株の細胞L清、細胞可溶性画分および細胞全体にっい
て抗Intein抗体によるwestern　blottingを行った。作製した2種類のシアノバクテリア形質転
換体およびSynechococcus　sp．　PCC7002株を40mlのmediumA培地に接種し、　LS3
（580einsteins　cm－2　sec－1）、39℃、1％二酸化炭素条件下で10日間培養した。遠心により細胞
上清を回収するとともに細胞残渣からBugbuster（宝酒造）を用いて細胞可溶性画分を調製した。
　各サンプルをSDS　－PAGEした後、wet条件でHybond－ECLに転写し、3％milk／O．05％Tween
20／TBSで4℃、一晩ブロッキングした。　O．05％Tween－20／TBSで数分、2回洗浄してから
AntHntein　serum（3％BSA／0．05％NP－40／TBSで1，000倍希釈）15mlで室温、1時間反
応させた後、0．1％NP－40／TBSで室温、15分間を3回繰り返して洗浄した。次に、二次抗体と
してHRP－anti－rabbit　antibody（3％BSA／0．05％NP－40／TBSで100，000倍希釈）10mlを
加えて室温で1時間反応させた後、0．1％NP－40／TBSで室温、15分間を3回繰り返して洗浄し
た。検出にはECL－Plusを用い、室温で5分間反応させた後、オートラジオグラムによる検出を
実施した。なお露光時間は5秒が最適であった。
　結果を図3－40に示すが、2種類のシャトルベクター（ORF943の転写方向に対して、順方向
および逆方向の融合遺伝子をもつシャトルベクター）のうち、融合遺伝子が順方向に挿入されて
いるシャトルベクターtrc／bla／SSI／pAQJ4＃3を導入した組換え体の培養上清にのみ目的蛋白質
が検出できた。すなわち、β　－lactamaseのシグナル配列はシアノバクテリアの分泌シグナルとし
て機能することが確認できた。したがって今後、本実験で確立した新規な分泌型外来遺伝子発現
系を用いることで、t3C，15Nラベル化タンパク質の簡易作製や広範な分野での利用が期待できる。
第六節　考察
　　　　シアノバクテリアを遺伝子操作の宿主として利用する利点は、①太陽からの光をエネルギー源
　　　として、水・二酸化炭素とわずかな無機塩類とから有機物質を効率的に生合成する、②ヒトへの
　　　感染性・病原性など報告されておらず、取り扱いが簡単である、③培養系に移した場合、生育制
　　　御および大量培養が比較的容易であるなどの点が考えられる。
　　　　まず前半で、シアノバクテリアを外来蛋白質発現系の宿主として利用するためのベクターやプ
　　　ロモーターの開発について述べた。シアノバクテリアでは組換えが高頻度に生じるため、導入し
　　　たベクターの安定性が低い或いは形質転換能が極めて低いことが知られているが、その詳細な機
　　　構について解析されていなかった。欠失クローンを用いた解析によりシアノバクテリアではHIPl
　　　類似エレメントで部位特異的な組換えが起きていることを明らかにし、さらにその現象は
　　　Sy1〕echococcロs　sp．　PCC7002のみならずSyηechococcus　sp．　PCC6301，　PCC7942，　vulcanus，
　　　5ynechocys∠fs　sp．　PCC6803等で生じ、生物における遺伝子の多様性を表現している可能性を示
　　　唆した。また作製したシャトルベクターpAQJ4は、　Synechococcus　sp．　PCC7002を従来ベク
　　　ターよりも効率よく形質転換できること、およびSyηechococcus　sp，　PCC7002のみならず
　　　⑤v1〕echococcLls　sp，　PCC7942をも形質転換できる［49］ことから今後、シアノバクテリア遺伝子
　　　組換え技術の基本ベクターになると思われる。
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　っいで後半では、作製した外来遺伝子発現用ベクターを利用した物質生産について述べた。有
用物質生産株の生産性の向ヒは、常に望まれているところであるが、これらの有用物質をさらに
効率よく生産するには、単に生合成経路の増強だけでなく、別の視点からの一L夫が必要である。
たとえば、生合成の前駆物質の提供量を増加させたり、生産物を効率よく細胞外へ分泌すること
も重要である。特に有用物質生産菌の育種研究では、細胞翁体を見渡す観点からの代謝工学が必
要になると考えている。本章では2種類の物質、バイオポリエステルPHBと微生物プロテアー
ゼ「サチライシン（subtilisin）」をモデルとしシアノバクテリアで検討した。バイオボリエステ
ルpHBは微生物がエネルギー貯蔵物質として生合成する物質であり、熱可塑性高分子素材であ
るため、近年生分解性プラスチック（通称グリーンプラ）として期待される。したがって、宿主
のコドンの使用頻度を考慮し翻訳活性を向ヒさせた組換えシアノバクテリアによるPHB生産は、
二酸化炭素などのバイオマスを原料として有効利用できることから、環境低負荷型の物質生産シ
ステムとして期待できる。さらに代謝工学的改変を実施し乾燥重量あたり約40％のpHB生産量
の向上を試みたが、組換え体が残念ながら創製できなかった。しかしながら培養条件を変えるこ
とで生産性の増減が観察できたことから、今後誘導性のプロモーターを利用することで生合成経
路の増強が可能であると考えている。
　一方、サチライシンは現在すでに産業の現場で使用されているプロテアーゼであり、進化工学
的手法により低温適応型や有機溶媒耐性型など様々なタイプのプロテアーゼが創製されている。
サチライシンはよく調べ上げられた標準酵素としてもいろいろな教科書にも取り上げられている。
しかしながら、今なお低温適応化や用途に応じた適応化のためにどのように改変したらよいかに
ついての戦略が立てにくいのが現状である。本章で紹介したシアノバクテリアを宿主としたサチ
ライシンの細胞外分泌システムは、大腸菌由来βラクタマーゼのシグナルペプチドがシアノバク
テリアで分泌シグナルとして機能することを証明した初めての実験であり、またサチライシンの
みならず分子進化工学的アプローチで創出される酵素の立体構造解析のためのラベル体を安価に
かつ確実に提供できると考えている。
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表3－1　形質転換が報告されているシアノバクテリア
株
ATCC
株番号
株
ATCC
株番号
単細胞性らん藻
CloeocmPSCt　alPicvla
Anac）etis　nidulans　602
S）ete‘’toceccus　PCC6301
（Anaの6肉躍ldulans　6301）
≦ミynechocvctics　PCC7942
（Anacystis”idulans　R2）
Synechoco‘α鱈PCC7002
（Ag，，，‘濯’lum　q囮druρtiαatam　PR－6）
Agme”e’細溜｛7uadmpticatum　BG－1
≦ミynecho‘o‘CttS　N　KBGO42SO2
S）me‘’top那tis　PCC6702
Syne‘’；o◎Gtis　PCC6714
（APItanocaPsa　6714）
S）励‘‘hec）cs’爵PCC6803
（AP加nocaPsa　6803）
Spm‘‘’；ocystis　PCC6906
（ε2‘α恥蕗sp，）
27150
27144
27264
29404
27178
27184
27266
糸状性らん藻
α面’再危PCC7601
（Frem）etla　diplbsiphon）
Anaムasna　PCC7936
（Anahaena　dolialam）
Anahaena　PCC7937
（Anabc　ena　uariabi〃魯）
Anabaena　M－131
Anabtrena　PCC7118
Anabtzena　PCC7120
ハ「ostoc　PCC6310
Nosto‘PCC7107
Nosto‘PCC73102
ムlostoc　PCC7419
ハlbs　to‘mttS‘or　4m
NostOc　tincha
FiSchenlla濯駕5“60如UTEX　1829
29413
27892
27893
27896
29150
29133
29107
ATCC：American　Type　CuLt町e　Collection
PCC：P邑5te回r　Culヒure　Collection　Strain　Number
表3－2　シアノバクテリアにおける外来蛋白質の発現
由来 員租タンパク質 宿主
Human
Pca　4胃π勘
‘Gπ捌ゴ躍創躍，
伽”ψ肋勉㌍レロ4α凹
伽’肋ノ
カー　Ut二　Vhクアンヒドラーゼ
D1ポリペプチド（光化宇系11）
アロフィコシアニン
Sj【曜tch　7tveご圏s　PCC7942
Sjiittheqetts　PCC銘03
SJ鷲κ肋ακα鱈P㏄7003
Rodaspin：伽購摺δη侃
ε3dしε㎡ζ海向ω”
梼δ吻掴塘
γ，㎞’
酬μ欝召川鈎’ゴσ細A50
旦5P㎞㎝鱈1593M
盈晒鋸崩gintstS　v巳r．　imlensiS
リブロースーr．5一ニリン酸カルボキ
シラーゼ／オキシゲナーゼ
β一ガラクトシダーゼ
B．s翼bn’tiS
St，tPtom）ttS為）騨⑫‘傭
グルタミン酸脱水素醇素
rc‘Aタンパク貫
Mn一スーパー才キシドジスムターゼ
lac！Qリプレvサータンパク賃
ルシフzラーゼ
ルシフェラーゼ
a一アミラーゼ
殺虫タンパク質
13〔トkD亀殺虫タンパク賃
12S－，2S－kD3殺虫タンパク震
1evansoen　e
｛シュークロース感難〕
abesphino（hricin亀cεヒylt㎜fεra繋
（鰍1剤耐性》
SyttechOC）etdS　PCC6803
5卸d‘hOoecas　PCC7002
S）neLhoceccus　PCC7942
畠耐ζ勧09‘α鱈PCC630互
5ン胃‘‘hococcus　P｛二C7002
SJmecltocσccus　PCC7942
5殉‘加ακα酋PCC7942
A㎜弛6胃4P℃C7120，M－131
A”4㎞4PCC7120，　M－131
Syne‘hOcocczas　PCC7942
5ン陀εα㎞‘ご翼5　PCC7942
肋6加ωω6PCC7002
融‘勉）06f商P℃㈱3
An伽m　PCC7120
A鋤2㎞7PCC7937
肋ζ勧◎瞥爵PCC6803
58ct¢riophag21ambdad鵯リプレッサータンパク賢 S）eteckococc：tS　PCC7942
Spm‘‘hOc）cstis　PCC6803
S），ieckoc）sdS　PCC6714
　　　P
ε卿‘み㈱PCC6803
A，taim　PCC7937
A，，abaena　PCC？937
Nostec用髭scerum
Dlポリペプチド（光化掌rSIT）
（㏄MU耐性，アトラジン耐性）
不飽和化醇素（｛無4｝
（耐冷性｝
プラストシアニン
返5Aタンパク質
（アザイド耐性）
Sy，tecjlOoetis　PCC6803
5ら哩随‘｛ゴしoωご‘鉱雪　P（二（二7942
S”‘‘加cvccr“PCC7942
滝朋㎞PCC7120
刈薦σ伽7昭PCC7936
曾アンビシリン・クロラム7ヱニコール．カナマイシンなどの藁嗣に対するNttME子の発N：二natる厩告：t除いた．
62
　　⊥cvrこδa¢tcactgVgat〔9亡at［：agaヒaaぱヒtaCdしctdgcagtdataccgq．四caqa質ヒngごqagヒaqCq［ed9ロ；鰐adここ9t　t〔tc，ltt1．τ誼［rgC’ngaatctc己Cヒatag99da
121tggqtaqagggtしecggggtcqCcCCしgaqaヒtgcecggt亡aaatgttagaしCCt．　t．9しcaq｛｝qdtqac管CC⊂ヒatgdatdCC亡gctctacaqt～．latqaqcc萌catしacgCcqcaatgaヒ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　「〔轄943｝　sny　T　F　y　E　Y　工．　L．　Y　5　∂　E　F　A　ム　R　R　N　D
241　ggcaggctしc999atacしヒ．99ごヒt二aaqcgat．ditgccttし9t：9dgcaし99cqgttgqtggt．gct．cdg⊆】odヒogdtδt二tδagδ［r：gggdrldc｝dtしctcこしtggggttgct仁ca　　］gc：gδt
　　　　G　　R　　　L　　　尺　　　1つ　　丁　　　犀　　L　　　K　　R 　　V　　A　　　F　　　V　　E　　H　　　G　　　〔］　　；ぺ　　1．ギ　　こ、　　S　　　U　　　I　　　D　　　I　　　K　　　T　　 G　　　K　　　Lr）　　S　　　L．　　「ず　　β　　　C　　　F　　　κ　　　G　　　P
36・亜｝ccg・・a・g…g岬…aaq・aaccg・し・aagta・g・gca⊂ccgcc・c鵬・・g・・aec㈹臨cac・・…・9・agdccg9四・・ご噸・q・岬ttgじcdaq・9・
　　　尺PRKDREDKKPIKyEHPPRL；ATEIFTL．KL．7L）RG’rlギRκ1．昌κR
481cacaaagtcgagcしaccagaaaccqa仁⊂aaggcしヒctgqgaa仁999tactagcccnt．cetqagctacegatごaしcatcaごヒgag．ggcgcgemgavagqcagqgg（－c・Ct　cTct　aac℃gcヒ99t
　　　H∫（vELPETDQGF犀εh，vLハHPεLPIrJTεc：．へKKAG沌ムLTAG
ししgogceaしcg9しctaccggggaヒttacaaogqc℃acagaacgccaaaaaaヒga：（：at二ggcgagCCda：gcga¢agC⊂acggcacrしca亡亡〔caqagC亡亡gnc⊂’℃9tセ99〔rgdiananヒ
　cAJGLPGIYNGYRTPKNDHGEPMRCLRLHLIPELPLLAA’t＞CC　　q¢gatCgC　ししCヒgtしtしgaCCaagaCaagaaaCeCaagaCgatCaaggCagtgadCg999CqatCCaaaCヒaCCg99gCdCtCC（agagaaggCC⊆N99CgaaagtatCg9亡L］
　R　　A　　I　　A　　F　　C　　F　　D　　Q　　P　　κ　　K　　P　　κ　　T　　1　　κ　　A　　V　　N　　G　　A　　I　　G　　T　　T　　G　　A　　L　　L　　E　　K　　A　　G　　ハ　　K　　V’　3　　レ「
???601
72工
841　atcaccし99caccaggacgcgaaag9：gtニヒgat二gatctgatcgtcgagcac99agegaaagcacしccdしaaccqctacaagcdccqcddgc⊂℃ttdgca⊆1tc仁99qagatLgataatctc
　　　∫　　T　　W　　H　　ρ　　O　　A　　K　　G　　し7　0　　0　　乙　　J　　V　　E　　1イ　　G　　A　　K　　A　　L　　κ　　ハ！　R　　Y　　κ　　H　　尺　　K　　P　　L　　A　　V　　；耐　　E　　M　　O　　ハ1　L
961　accgatatcaccacgca旧gtcgat二ctaacggtcgat二cagcgcヒatetcgacatcgaしccgcgt二gctdtc（℃cadggdしgctcdqdtt．dtこttrdttaadtctgccaaqggcacrgqgaaa
　　　TOIrTOVDLTVD⊆）Ry乙D」「PPRA二rPK［）Aζ）lrFlκSAA’GTGhκ
109工　ac己gaatg9ししag99aaaaしCqししadgCしcgCCcaagaしgdししgCgCしcq：9しacヒ⊆刃tニヒt二t：gactcaC（rgcaヒ〔℃anttagCcaaggagct二cgcccσc⊂qtcヒcqatδtcgatcacaしし
　　　　TE訊1LGKIVκLAQDDCA尺VLVLTHRτ¢ムAKELA尺1～LDI口HI120工　agcgageヒ¢gaeagtagcccgaccgggggcgc仁ctagggatggcgatgしgしaヒcgatagcctacatcccgdtagccaagctcaしヒtヒaaヒヒtcat二ggaatggcacggrqctcacattqtc
　　　　s　　E　　L　　D　　s　　s　　P　　T　　G　　G　　A　　L　　G　　M　　A　　M　　c　　τ　　D　　s　　L　　H　　P　　P　　∫　　o　　A　　H　　F　　八「　F　　M　　E　　犀　　H　　G　　A　　H　　r　　v
1321　ctagacgaaatcgagcaagttttagggcacgcしししgggtagcしcgaccしgしacecaagaccggqcgaaaatccttgaaacqttctacaacctaatcctttatqccctaaqgacaqqcqga
　　　　LDEIEgVLGH～qLGSSTCTρDRAκJLETFYNLJムYハLRTGG1441　aaactcしacしgcしcしgaしgcしgaヒししaし（：tcccatctcctat二gagcヒaaヒcaagt．acattctしgacggt［9ヒqagttcaaaccatt．caccattctgaaヒaccヒataagclccrしqt亡tagaq
　KLycsDメLDLSPτSYεL∫KylLPGCEFκPFTILNTYκPCLE1561　caacaaagaga¢cしgししししヒcしaしgaagqgadtgaccct：agagacctgt【：aa⊂caatctcagacaagごgatヒgaqad¢qgtgagaaaa〔act二ttJtctしtaccgctqcccaaaagacegca
　ρρROLFFYEGNDPRPLLTNムRQハIEeJGEKTLVFTA／LOKTハ1681　し¢gaccしacagcacgcagaactLaq己aしcactcttヒa999agaaat．at．cccgataagagaatcttgagaat⊂9atgctgaatagqtc’gcし9ancc999gcaccctgcct．atgqt【9tatt
　　　　STYSTONLESムFREKYPDKRヱLRIDAE∫ソAEPOHPハYGごτIBOI　gact二cgctgaatgcaattttgcocct二gtacgat二attgtgctctgctcqcccgctgこcgaqaccqqqqtqaqtat二cqatatcad99nt二cd［ttt二9dt．tctgtt．t．9999cat999tヒ（：a99g
　　　　D　　s　　L　　N　　A　　r　　L　　P　　L　　Y　　D　　I　　v　　L　　〔］　　s　　P　　A　　v　　E　　7「　　G　　v　　s　　r　　D　　l　　K　　o　　H　　F　　P　　∫　　》　　［ルt　G　　M　　G　　s　　CJ
1921　gtヒcagac⊂gtヒaacggtttctgccaagggcヒagagcggしtaegggaしaacqしcccしcgccdtgtttggat二accga己at：tニヒt二cc：f：cacacヒcganccgga亡cgccaa亡99q99cta（「acc
　　　　VρTVハ1GFCQGムE貧LRDNレPRH馬／h11PκF5Pκ5N尺τハNGGyT
2041　gcヒ　　　qcq己t⊂gc・　gtqaccagcaccg¢しaしgcaqagcしcacccacaaaヒヒaaヒcg9しgagcacgccgcヒqaaヒgcagtg99しヒaqaaqaヒtcttヒaaaaccat．tccttt⊆阿⊆｝cctat
　　　　AKAI・4RDOHRyAELTHKLJ（］EHA／IECSGLEDSLκPFLIVAY2161　tgtcg¢しaしgcggcgct二しqct二daccgtggcヒt二し99cagtしaccq⊆｝qaagcgattヒしaaatdagcしqctししctqaqqgct：at二qtacagaaaqat：tt：gagcgaaaしcgat二ccagcatじ99cヒ
　　　　c尺YみメLLANRGFGsYREAILNκL乙∫εGvvρκP乙3ετDPA乙A
空gtacqaaaaactgangCPtcagcg9
ρ　Y　E　κ　L　K　月　ρ　尺
228工　aaggattatcgdgacg己attaaaagcggtgaaagaccataatしaしcしacaggaaagggヒtgcgat二仁tctaaagtagaaaatc⊂　　acgatc9⊂
　KDYRPELκAvκDHNYL（⊇ERゾAlsκvENPODR2401gcqaaatcゆ9a・99aacggcaecaagaacgceaeg99aaacttしct・g・tcctatg99ttaacヒqヒgaccccしgaqcttgtegagaaagatgatgaしqggtggしactctcdgctccag
　　　　AκsETERHρERHσK乙3尺∫YGLTワTPεムレεκDρDGwy5G乙ρ
2521・t・gaaしa¢tacttaaccgしtggqaaag・atヒcヒgctctgcccgcgaccg99。gaaaヒatgaccagcしccaacaしgag99ctヒヒgtatt．ヒ．aagccggaヒ・tcaac　gcgaヒ・gc　cヒca
　　　　LEYYLTVGκハFCSARPRハ∫（YDQLOHEGFVEKPOINRR5ム2641　ccaaaqaししcacctgしtagaqcヒac仁caacaヒccatcagtしctしaaaaccag99qヒgaG己ヒt二caccqgqgcqag¢cヒtqaa⊆Ngtしcaaggaaanしし9しし℃gcgqしatgccaagccgato
　Pκ1HL乙E．LLIVIHρFLκPGレ7FTG！L3LEGFκEハ1CLRyハKPJ
　　　　　　　　　　書一一一の．＿：＿L：＿，L－一一』一’””一一　　　　｝写’し一▼
：ctaacqatcaqeqcqdaaaqatcヒヒ．tqcこcatヒqqtt：acaqcqtqdCCdaqcdadattdf；qqqccqtqtccaaCcc¢tqtdヒa己at二aqaヒセヒ
Pハ1PρR厚κVFAH師LρRDQAκ乙Gハレ∫1VPCJハ1RF　　　　　　　　　　　　　　　　　　3＿＿＿＿＿＿伽　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＿＿2
ヨataCt°PttgtgcagCしct．CCCしヒggcaatr：ccaaacaatctcaagattし9Cしctgcqgしatcgggacgttt［atgcccttgcggaaagcgぐ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3
q⊂qatcqc2881　cqtcaqcqqqtctat二q
　　　　R　ρ　R　v　Y　E
3001　aヒヒcaggaggctしag cccgtga cgaa
　　　　　J　G　E　A　ゆ
一→3121cヒしtg¢tctしCし99しag⊂ccct．agaCtgtgcCagatcataagcCtcactgagggt：gagggcaCヒaeCg9999Catgdう πヒ gcccaagagat二しcagcgaccggcgaヒCgC　cttggta3241
3361
3481
aししctctcaqqcqotcaacヒtttttaqαcqcこqaしCαaqcしCしtqqaヒセtqcヒqttqqatqしcaqCdaqctctqαadtヒt⊂ccqat．tCヒctqaヒqαqαqαしCcadaaartcteαcaqtCC
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　；OPJ”64／　M　s　A　5　s　G　τ　s　R　F　s　D　G　R　s　K　’J　s　R　∫　P
CtCaatCaegat・aヒCggtCttggatCgCCctqtaqctしCC〔コ1）CanCt・qCtC・aaこtt・tttCqagCatCt〔TtaCCgqgCdこCggaatqaaattaacggtgttttagccaしgtqtしatacaqt
s　ヱ　T　τ　s　▽L　DR　P　vA　s　D・vc　s　fFs　s　J　s　T　G　H　R　NE　J　NG　ソLA　Mc　y　T　v
gtヒtacaacttgacヒ・acaaaしaCCし9Cしagt・qtatacaしdしtgtattq・aa亡（知しacgCtattt：Cd・tgctgt；cttiaat，ggqgattatcgc；aagcaaqヒa㈹aaq償ga鵡a・c
F　T　T
3601ccaataggt・agggatt．ccg・9・tt…。q・・da・…ca・c・・し9・q・g・c・c・・99・99…｛q・g・鰯9・・鵡…q・。aa朔q，，t．gacr，J。ctqaag，。q、，q。9。q。q。d，，dd
372エeqヒ・tg・99…g…a・a・・・…ttttgtt．gaacttgtfgf：・・咄・r．・ca・rccr．ttddggg…顎q・q・q・m・・。・Cj。吻．，欄。di七，，。99ヨq。g。町：一。，。，。tL一
63
3841gcaaaaag9・gt・acccca・cagaq。・。・ag・。g。9。。gaaaacca・・aヒしcacしcaacaag9・し・し9ヒ・agaagagaaa・し・gacc｛刃・し・gaagcagcccしagagcaaヒし99a　taagg
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　tORf77ユノ　　　M　　5　　E　　E　　K　　ム　　D　　R　　l　　E　　ハ　　A　　L　　E　　Q　　L　　D　　K　　O
3961。こ9し9・。。acg。し・ca。。c。g。gcし・c・gca。し。。caaa。atggcaggacag9・・atg99aし9eしgtgaag・g99t・g9・9Pa・し・t・・g・999e・ヒ・gcg9しgagcgcししccaヒしgccc
　　　　　　vQTLρTELρG3ρκwρPRTwDレレκwVGσ15AσLAレ5ハ51ハる
4081tgtt。g99ヒヒ99ヒ。しヒヒ。g。しこし，cし9しししcc。・gccaし。aa・g…aしこ・・ヒ・ヒ・・gtcaヒ・cししgttヒac・し・・ag9・・caaaa・cggc己しtgtgccttgcaaggcacaaヒgtcしこしc
　　　　　　F　　G　　L　　V　　F　　　尺　　F　　s　　V　　5　　L　　P　　　庁
4201し。しヒ。し9。。cag。し999ga・仁99aaaccacacg・・c・aし・c⊂c…aaa・9…ccg・・aaa・ataaccaしcaaaaし…actggacaa・ヒ・cしcaヒ9し9ししcヒしcしcaaしヒヒccacacヒ
4321gtヒし。しccacaggaaaししaag999。ヒ9し。g・gtし99し9・仁acaga・しaaaこqし・g99・し・gc・catag・しヒしaしし9・tag・cacagtg・しatg999aaaaggaaaagaaaaaataccac°
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ORF93／　　　M　　G　　κ　　R　　κ　　R　　κ　　ハ7　T　　T
4441。・qaatg9999ヒ9しcaaaし・獣しgq・しac・gtaaaaし9…g・gacししこ・しし・g9・g・ヒcccaヒgacgacこ・gaccga・しaagaaヒしヒaaaatCagcgagcgcggtしcgtヒヒヒccccca
　　　　MNGGvκsFGどcκMエETFLGOPMTT尺PNκNLκsハsAレRFPP
4561
46B1
4801
。し。aじ9℃aCag。g。g9・しa・しaaaaaagCCaatgag・aag9・tヒaa・tttCag・gaCヒ・ヒaしC¢99gag・しし9ヒttしaCg・gaヒttg・し・gaageCしataaCaaしgaしgaggCggaこCaa
LMYSAハTKκANερσLNF5DYIRELVLRDLLεレYNNρEハDρ9。し9。tgcCtaaaCaCg。gaaaaCcCCCaaaagtttg9・gaCCeq・99999・しヒ・ヒ・ヒaaaccaaataaaag・aaa・ag99aCggCaaaacCg・gCCCtaaししgaこCaしgatCgtCaagg
D　ハ　A　　曹
cgaagqAGG
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　図3－1　プラスミドpAQ1の塩基配列
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　The　nucleotide　residue　number　begins　with　the　first　base　ofthe　unique　Sttll　site．　The　unique　Hindllland　Stul　sltes
are　shown　in　capital　letters　with　double　underlines．　The　deduced　amino　acid　sequences　offbur　OR．Fs　are　shown　in
standard　single　letter　code　with　underlines。　Asterisks　indicate　stop　codons．　Afamily　of8palindromic　sequences
G（GIA）CGATCGCC　is　indicated　by　ciosed　boxes．　Three　direct　repeats　and　an　inverted　repeat　are　marked　with　gray
and　black　arrows，　respsctively．　Palindromic　structures　are　represented　with　dots．
St
9⊆fcgaしcgCC≡｝gcgaヒCgCC
or肖943
　〇n「eglon
σr俗4 or　71 orf93
Stul
1kb
se（PU・ence（core；Gg　CG　ATCGCC｝　　　　locaしion（core　sequence）
　　　　コregユon
「　　e ．aaa　GGCGATCG㏄　c　cc．．．
．ccg　GG　QGATCGCC　ヒしc．．．
。ヒaa　GG　CGATCG㏄
．ccヒ　GACGATCGCC
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．ヒga
GG　CGATCG⊂T
GG　CGATCG㏄
cgt二．＿
agし＿．
Ctc．，．
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．ggg　GSC］　C］GATCGcc　c　ct∴4、
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図3－2プラスミドpAQ1の遺伝子構造
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図3－3シャトルベクターの作製方法
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図3－4　作製したシャトルベクターの遺伝子構造
pAQJ2｛1－4809）
PAQJ2・D1（1騨4384）
pAQJ2騨D2｛1　“4318》
pAQJ2・D3（1騨3872）
pAQJ2－D4（1－3567）
pAQJ2・D5（1騨3253）
pAQJ3（1・2835〕
pAQJ3，D1（g2192835）
pAQJ3・D2（1323－2835》
pAQJ3－D3｛1541－2835）
pAQJ3．D4（1978．2835》
pAQJ3・D5じ～264・2835）
pAQJ3・D6（2396隔2835）
pAQJ3－D7（2517藺2835》
pAQJ4（1－3201｝
pAQJ4騨D1（1142層3201）
pAQJ4■D2（2264・3201）
pAQJ4・D3《：～803－3201）
表3－3　pAQJおよびpAQJ－Dベクターの形質転換効率とシアノバクテリアでの安定性
vector tranSfOrmation　frequenCy（transformant　／　Pg　DNA）
recombination
　（「ec　l　totaり
　　pAQJ1　　　　　　　　　　　　　2．9　x　106　　　　　　　　　　　　　　　0／20
　　pAQJ2　　　　　　　　　　　　　2．5　x　106　　　　　　　　　　　　　　　0／20
　　pAQJ2－D1　　　　　　　　　　2．5　x　106　　　　　　　　　　　　　　　0120
　　pAQJ2－D2　　　　　　　　1．8x106　　　　　　　　　　　　0120
　　pAQJ2－D3　　　　　　　　1．7x106　　　　　　　　　　　　0120
　　pAQJ2●D4　　　　　　　　　1．1　x　106　　　　　　　　　　　　　0120
　　pAQJ2－D5　　　　　　　　　1．O　x　106　　　　　　　　　　　　　0120
°．匿・ U】ミδ」5・・一餉鰯゜一一゜一一一・．°吻『曜一｛：ξ「憂「f65．°°，°胃騨，曙騨齢．顧，曜゜°・一，’ib”」’i6’胃曹゜匿曙’
　　pAQJ3胃D1　　　　　　　　1．6x104　　　　　　　　　　　　20／20
　　pAQJ3・D2　　　　　　　　　　2．9x103　　　　　　　　　　　　　　20120
　　pAQJ3－D3　　　　　　　　　　3．1　x　103　　　　　　　　　　　　　　20120
　　pAOJ3幽D4　　　　　　　　　　　3．Ox・103　　　　　　　　　　　　　　　20120
　　pAQJ3・D5　　　　　　　　　　2．1　x　103　　　　　　　　　　　　　　　20120
　　pAQJ3・D6　　　　　　　＜2。O　x　102　　　　　　　　　　　ND
　　pAOJ3卿D7　　　　　　　《2．O　x　102　　　　　　　　　　　ND
　　pAOJ4　　　　　　　　　　　　　3．6x105　　　　　　　　　　　　　　　　0120
　　pAQJ4囎D1　　　　　　　　　　　5，2　x　lO4　　　　　　　　　　　　　　　　0120
　　pAQJ4冒D2　　　　　　　　　　3．6xIO4　　　　　　　　　　　　　　　0120
　　pAQJ4－D3　　　　　　　　　　《2，0　x　102　　　　　　　　　　　　　　　ND
　Transform　ation　of　Synechococctts　sp．PCC7002　was　performed　by　a　slight　modifi（：ation　of　the　previous　described
method　l　3　exccpt　that　the　concentration　of　DNA　was　modified　to　O，4　nmo【per　ml．　Transf（）rmation　effllciencies　ate
expressed　as　cyanobacteria】colonies　perμg　ofplasmid　DNA　and　are　the　mean　values　of4－51ndependent　experiments
selecting　fbr　resistance　to　ampic川in　at　fina】concentration　of4μg／ml．
Ana］ysis　ofplasmid　stabi］ities　was　performed　as　follows；plasmid　isolated　from　each　transformant　was　amplified　in
E．　co〃jMlO9，　and　twenty　independent　E．　coli　transformants　were　screened　by　Pvull　restdction　mapping。
Recombination　fセequencies　are　given　to　the　number　ofrecombinant　observed　per　number　of　plasmids　screened．
ND：not　detemmined．
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　　　　　　　　　　　図3－5　プラスミドDNAのサザンハイブリダイゼーション解析
　Plasmid　DNA飴ctions丘om　thr㏄independent　cyanobacterial　transformants　were　prepared　by　the　a且kaline－SDS
m，th。d・。，d。，ed　t・an・lyze　th・p且a・mid・t・bility　i・Cyan・bact・・i・1・t・an・f・・m・nt・．　Th・　32P－radi・1・b・1ed　Amp「
fi・gm・nt㎝d　pAQ1喚ment　w・r・・u・ed・a・・th・hybridizati・・p・・b・・（A）Th・Amp・fi’・gment・was　u・ed　t・an・且y・・　th・
stability　ofeach　construct．　（B）The　pAQl　fセagment　was　used　to　analyze　the　existence　ofa　native　pAQ1・　The　bars
to　the　hght　show　the　position　ofsize　markers，　the　EcoRI　and　Hindlll　fセagments　ofphage　lambda　DNA，　whose　siz｛vs
are　indicated　in　kilobases．　The　arrow　to　the　left　show　the　position　of　pAQIobserved　from　1％agarose　gel　stained
with　Ethidium　Bromide，
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PEC／pAQJ4
Km＋PEC　l　pAQJ4
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　HtndM
　ρ｛ノcゴ9　　　　　　　　　　　　　　　　　σ月憩43
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　H　ndlll
　ρUCtg　　　　　　　　　　　　　　ortg43　　　　　　　　　　　　　　KmrGgn　block
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　図3－6　PECベクターの遺伝子構造
The　closed　arrows　indicate　the　djrection　oftranscription　of　orfp430fpAQJ4．　Thin　lines　represent　the　pAQl　DNA
and　the　gray　bold　lines　represent　the　pUC19DNA．　The　open　box　shows　a　synthesized　palindromic　element．
Type　1
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geegetegcc
　　　　　　　　　　　図3－7　Km＋PEC（WT：GG）／pAQJ4形質転換体における推定組換え機構
The　extent　and　di・ectb・・ft・an・c・ipti・n・f・rf・identi・fi・d・・e・h・wn　a・arr・w・，　A・fami】y・f6P。li。d，。mi、、，q。，nce、
G（GIA）CGATCGCC　i・・rf！？43　i・i・di・ated・by・tri・ngl・・，　and・th・・ec・mbinati…it・・a・e・h・w・by・1・・ed・t・iangles．
OP・n罎・w・rep・e・ent　th・pAQ】DNA・ec・mbined　with・th・Km・PEC・㏄t・・．　i・thi・m。d，いh，、it，・・specifi、
「ecombination　in　Km＋PEC（WT：GG）／pAQJ4　transformant　is　a　stepwise　reaction；the　first　is　between　the　elements　in
PEC・ect・・and・th・・ec・・d　b・twee・th・PEC・㏄t・・and…nati・e　pAQI．　That・i・，　i・Km・PEC（WT・GG）／pAQJ4
t「ansf・・mant・　・h・fi・rst・ec・mbi・ati…ccu…b・twee・th・・y・th・・ized・1・ment・and・ith・・el・m・・t　i・。rlP43　regi・・（・t
2365二2374（typ・2）・r・nt・2988－2907（typ・1））．　Th・・esulti・g・㏄・・r・・eem・n・t…epli・at，　in　、yan。b、Ct，ri、　becau、e　a
Putatlve　ori　region　is　excised　by　the　de】etion　mechanism．　The　second　arises　between　the　site　recombined　and　either
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5’ 甑一962
一960　TCATTGGQCAATG〔n℃AGTGGGハGAAハATGCCT㎜AG㎝ATて∋GCTCTA㏄CTATTTCAAG℃GGCGATCGCCGCCGCCGCAATTCTCCCGCCCCAAA（XX〕TCATCGGCGAT㏄GTC㏄
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3121　TT㏄㏄ATCATCTCATCATGGCAACGGACGGCTTTCTT⊂）LGへTATTGeTCGCCTTTCTCATTGGGAACACへCAATTTACTTTTTTTGCCAAA（TTGへGCCTTハ．AT（℃CGCCAGTCCCCAT
324ユ　GGσrGAGAAAGC（㎜C『rAGAATUPLTTcTAGPL　3「
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　図3－8　rbc　operonの塩基配列
Nucleotide　residue　number　begins　with　the　ATG　initiation　codon　of　rbeL．　Aputative　E．　coli－like’・10’and’－35．
promoter　sequences　upstream　of　rbcL　is　shown　by　boxes．　Possible　ribosome－binding　sequences　for　rbcL，　rbc∫　anC
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロORFI34　genes　are　double－underlined，　and　inverted　repeats　that　may　function　as　a　transcnptlon　temmaIor　slgnal　Is
designated　by　small　tetters　and　arrows．　The　AT・rich　e】ement　that　involves　COr　regulatory　element　are　indicated　ac
closed　box．
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サンプル中のmRNA
mRNA
A“F㎞T㎜8c曜83e
mRNA
　　　　　　　　下流プライマー
　ヌクレオチドアナログ（X＞存在下、
　導用バッファーでcDNA合成
一）く一XcDNA X－．X－一一X伽変性撫整画↓囮
　　　　　　　　上漬プライマー
　　　　　　　　→　　　　　　－X印X　　　　　　　X－×－X
　　　　　　　　　　　　　　　↓
臨　　　一一一一X－×．一一．×　　X
　　　　　　－X■画X　　　　　　　　X－－X－X
　　　　　　　　　　　　　　　↓
低い蛮性温度
　　　　　　　　一X．－X－X　　　　　　X
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　上漣ブライマ＿　　下流プライマー
　　　　　　　　→
　　　　　　－X－×　　　　　　　X－X－X←???＝
??????X?
｝X－X°－x－一一X
巳X印×一一x－×－X
サンプル中のゲノムDNA
ゲノムDNA
←
低い賢性温度条件のため一本鎖に解離
することができず、PCR増幅されない。
図3－9　mRNA　selective　PCR　kitの原理
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sfaηdard　curve　for　rbo　m月～A’eγe’5
y・0．240曾101〕・169tr・1・000
y　＝　OA92　曹　100’171其　　r　＝　0．995
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65?????
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　　　100
　　　　15　　　　　20　　　　　25
　　　　　　　　　　　　　PCR　cycle
図3　－1　Oa　異なる二酸化炭素濃度におけるrbcL遺伝子の定量標準曲線
　　　5faηdard　ourve’or　AτPase4　m月M’e　ve’s
y・0．006’10°・2コ3x・・0・983
y　＝　0．006　會　100’230買　　r＝0．978
10000
0001
???????
O　　σ・03％
■　　　7％
　　　75％
　　　　100　　　　　　　　　　　　20　　　　　25　　　　　30
　　　　　　　　　　　　　　　PCR　cycle
図3－10b　異なる二酸化炭素濃度におけるA7－PasθA遺伝子の定量標準曲線
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表3－4　rbcL遺伝子の定量RT－PCR結果（A　TPaseA　M伝子で標準化）
rbc ATPaseA
■　●　●　●　o　■　●　■　●　・　，　●　．　o　g　o　．　・　●　，　o　．　●　●●　，．　9　・　・　．　・　，　．　●　■　．　・　．　■　．　．　，　，　謄響　．　・　■　■　■　，　，■　，　■　．　■　．　．　・　「　■　．　■　「　．　．　．　．　．　．　・　匿o　．　．　．　，　・　．　o　o　，●　●　・　，　．　■　●　齢●　●　o　■　9　6　●　陰　■　●　●　●　●　■　●　●　」　●　●　●　■　齢　■　●　●　●　●　■　●　●　幽　■　■　o　■　■　■　●　o　幽　●　●　●　●　陰　●　●　」　●　邑　■　●　幽　画
　　yvalue　　　Specific　　activity　　　yvalue　　　　specific　　activity
normalized　data
condition （with　ATPaseA　leve1）
O．03％
1％
15％
0．240
0．192
0．136
1．00
O．80
0．57
O．006
0．006
0．013
1．00
1．00
2．17
1．00
0．80
0．26
表3－5　R1～R7／pAQJ4－CATにおけるrbcプロモーター領域
primer（10cation）seq〔uence　（5’－3’）
rbc－AS1（－45）
rbc－AS2（－110）
rbc－AS3〈一228）
rbc－S］，（－68＞
rbc－S2（－132）
rbc－S3（－250）
rbc－S（－306》
rbc－AS（＋1｝
cag
tct
aしtニ
ヒtc
gtc
gCC
ctg
ggt
しaa
gaa
ヒct二
gac
ata
cat
aat
Cヒ9
cgg　taヒ　ヒ9し　ヒ99
gaし　tca　agt　ct二し
aaヒ　9Cヒ　9ヒt　ヒga
caa　caa　しac　cgし
ga　cしヒ　gaa　ヒCヒ
caa　aca　gca　ヒta
ヒcg　agc　999　att
aac　caヒ　gcq　gしt
t二cg
aヒ9t g
tac
ca
gaa
t二しa
?????? ?
5 s3 s2 s7
?
S3 2 7 s
Rl
R2
R3
R4
R5
R6
R7
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Xbd
H’ndHl／5tdi Sacl
s8d
　　　　　　　　　　図3－11a　CATプロモーター検索ベクターpAQJ－CATの遺伝子構造
The　CAT　gene　and　rRNA　T　l　T2　terrninator　segment　were　derived　from　pkk232－8（Pharmacia）by　partial　BamHI　and
Pv川digestion．　The　resulting　L5　kb　fragment　was　inserted　into　BamHIand　Smal　sites　on　pAQJ4－MCS［2】
provided　the　new　vector　pAQ」4－CAT　with　four　available　cloning　sites（Xbal，　Pstl，　BamHl　and　Sall）as　shown．
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　　　　CAT7
　　　図3－11b　異なる二酸化炭素濃度条件におけるRl～R7／pAQJ4－CAT組換え体のCAT活性
UpP・・（・）Phy・i・a】脚・・f・th・pAQJ4－CAT　d・・ivati…．N・mb・rs・efe・t・th・di・tance，　i・base　p・irs，　fr・m　th・
t「an・1・ti・n・t・rt・fth・rb・L　9・・e．　Arr・w・i・dicat・th・di・ecti・n・fPC　R・mp］ificati・n．　Seven　PCR・fragment・w・re
blunt－end・d・with　k］en・w　f・agment・f・E．・・〃DNA　p・lyme・ase　and　ligat・d　with　th，　fiiled－i，　P，tl・extremities。f
pAQ」4－CAT　i・the　c・rr・ct・rient・ti・・，・gcner・ti・g　R・e・i・・．　L・w・・（b）　E・p・essi…fCAT　actMti…fCAT・ep・rt・・
gene　fusions　in　S）’nechococcus　sp．7002　grown　under　aeration　with　O．03％and　I　o／o　COユin　air．　Transformations　were
ca「「ied　out　as　described　in　Materials　and　Methods，　CAT　activity　was　assayed　using　DT『NB　as　described　in　Materials
and　M・th・d・and　d・ta　a・e　exp・essed・・th・inc・ease・i・A412／μm・lfmi・！mg．
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図3－12　シアノバクテリア蛋白質によるAT－richエレメントのゲルシフト解析結果
　　　　　　　　　　　　　negative：protein（一）
　　　　　　　　　　　　　C：unlabeled　DNA（十）
　　　　　　　　　　　　　NS：non　specific　DNA（十）
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　　　　　　　　　　図3－13　AT－richエレメントを用いたDNAアフィニティーアッセイ結果
Beads　coated　with　500　pmol　R6　DNA　were　mixed　with　protein　extracts（500　pg）in　250　pl　of　lx　gel　shitl　buf梵r
containing　Poly　L－Lysine　and　Poly［d（1－C）］（Boehringer　Mannheim　GmbH，　Mannheim，　Gennaiy）and　incubated　R）r
lhr　at　32℃．　Unbound　proteins　were　relnoved　with　two　washes　ofO．25　ml　of　lxgel　shifしbu　ffer，　Complexes　of
R6　DNA　and　bound　protein　were　mixed　with　Ix　Iamini　buffer　and　incubated　fbr　5　min　at　95℃，　Aliquots　of　the
supernatant　was　electrophoresed　through　a　4－20％gradient　SDS　polyacrylamide　gel　and　bound　proteins　were
visualized　by　staining　with　Coomassie　blue，　after　transferring　onto　PVDF　membrane，　ProBlottTM（Perkin－Elmer）．
Lane　M：broad　marker（BioRad）；Lane　l　and　2：magnetically　purified　proteins．　Three　main　bands，60，16and　l　1　KD
protein　bands，　were　visuaiized（shown　as　arrows），
16KDa　（PCC7002）
ORF129（5ユユ0822）
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ORF155（5ユユ0359）
21 ???
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期鯛1鵜SH、，RR、＿，、
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　図3－14　16KDa蛋白質の相同性
Parti・1・lig・ment・f・・mi・・acid・equence・f　16KD　DNA－bi・di・g　P・・t・i・　fi’・m　Synech。c。。cus　7002　with　th，
hyp・！h・tical　p・・t・i・ORF129・・ORF155什・m　Synech・・vstis　6803．　Sh・di・g，・mi・・acid・identical・t・th・t6KD
P「oteln　sequence；dots，　amino　acids　which　are　homologous　to　the　l6KD　protein　sequence．
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図3－15　sllo822蛋白質によるAT－richエレメントのゲルシフト解析結果
　　　　　　　　　　negative：prOtein（一）
　　　　　　　　　　C：unlabeled　DNA（十）
　　　　　　　　　　NS：non　specific　DNA（十）
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参考：　pET3c蛋白質によるAT－richエレメントのゲルシフト解析結果
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図3－－16　sllO359蛋白質によるAT－richエレメントのゲルシフト解析結果
　　　　　　　　　　negative：prOtein（一）
　　　　　　　　　　C：unlabeled　DNA（十）
　　　　　　　　　　NS：non　specific　DNA（十）
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参考：　pET3c蛋白質によるAT－richエレメントのゲルシフト解析結果
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ポリエステル 細菌 分子構造
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図3－17　微生物が生産する代表的なポリエステル
CO　など
TCA回路一アセチルCoA
①
アセトアセチルCoA
讐：業瀞
　　　アセト酢酸
機酸
β酸化
（S）・3・ヒドロキシブチリルCoA
（R）－3・ヒドロキシブチリルCoA
NADP．司④
P（3HB）
（R貼ヒド・キシブチラート・←一一一一一一一オリゴマ｝
①β・ケトチオラー一ゼ，②NAD依存性アセトアセチルCoAリダクターゼ1③NADP依存性アセトァセチル
CoAリダクターゼ，④PHAシンターゼ，⑤菌体内PHAデポリメラーゼ，⑥オリゴマーエステラーゼ．
⑦（R＞－3一ヒドロヰシブチラートデヒドロゲナーゼ，⑧アセトアセチルCoAシンタービ
図3－18　PHBの生合成経路
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　　　　　　　　　　　　Km「Gen　block
図3－19　recA：：Km遺伝子の作製および遺伝子構造
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図3－20　PCRによるrecA遺伝子遺伝子破壊効率の解析結果
黒印はrecA：：Km遺伝子、白印野生型のrecA遺伝子を示す。
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BamHlNcol EcoRV
R6rbciPhb（BamHVEcoRLり／oBS
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u
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ρhbC　　　　　　　　　　　　　　　　　PhbA　　　　　　　　　　ρhbB
R6－phb／pAQJ4の作製方法および遺伝子構造
EcoRl
図3－21
RecA・R6－phb　N＃4
RecA・R6・phb　N＃1
RecA・R6－phb　C＃7
RecA・R6－phb　C＃1
図3－22
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　　　　　　　　Sad
　　　　　　　　H’ηcIl
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　　　　　　　s∂d
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構築した4種類のrecA・R6－phb／pAQJ4の構造
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recA・R6一ρ肋／pAQJ4　N＃4recA・R6一ρわわ／pAQJ4　C＃1
M M
図3－23
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（M：λDNAIEcoRl，　Hindll1＞
構築したrecA　・　R6－phb／pAQJ4　N＃4およびrecA・R6－phb／pAQJ4　C＃1の安定性
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図3－24　PCRによるrecA遺伝子遺伝子破壊効率の解析結果
recA・R6－phb／pAQJ4　C＃1
M　　1 10M
図3－25　構築したrecA・R6－phb／pAQJ4　C＃1の安定性（第5継代）
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recA・R6－phb／pAQJ4　C＃1系且換え体が生産するPHB（透過型電子顕微鏡観察）
　standard
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　図3－28　trc／acetyl／R6－phb／pAQJ4の遺伝子構造
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　　　　BamHl　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　EcoRl
　　　　　　　　　　　　　　　　l．　　　　　　　　　　　　　　．　　　　　　　　　　　，i　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　：
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　phbC　　　　　　　　　　　　　　　　　ρhbA　　　　　　　　　　ρhbB
（B）
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acy1／R6－phb／C
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　　　図3－30　R6－acyl／R6－phb／pAQJ4およびR6－acyl／pAQJ4の作製方法（A）と遺伝子構造（B）
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表3－6a　phb合成遺伝子群のコドン使用頻度
IHrT－－Phe
TT⊂－Phe
8（
3②（
TTA－Leu　　　②（
TTG－Leu　　　5（
⊂TT－Leu　　　2（
⊂T⊂－Leu　　　　8（
⊂TA－Leu　　②（
⊂TG－Leu　　　83（
ATT－lle　　　5（
AT⊂－Ile　　54（
ATA－Ile
ATG－Met
GTT－Vαl
G丁⊂－Val
GTA－Val
GTG－Val
②（
33（
2（
35（
2（
61（
②．65）
2．44）
②．②②）
②．41）
②．16）
②．65）
②．②の）
6．74）
②．41）
4．39）
②．②o）
2。68）
②．16）
Z．84）
②．16）
4，96）
T⊂丁一Ser　　　　1（
T⊂⊂－Ser　　11（
T⊂A－Ser　　　　1（
T⊂G－Ser　　34（
⊂CT－－Pro　　　1（
CC（：－Pro　　　8（
⊂CA－Pro　　　4（
⊂CG－Pro　　45（
A⊂T－Thr「　　4（
AC⊂－Thr　　47（
ACA－Thr　　　3（
ACG－Thr　　14（
GCT－Ala　　　3（
G⊂⊂－A／a　1の②（
GCA－Alα
GCG－Alα
11（
55（
②．②8）
②．89）
②．②8）
2．76）
②．②8）
の．65）
②，32）
3．66）
03Z）
381）
②Z4）
1．14）
②．Z4）
812）
②89）
4．47）
TAT一丁yr　　　8（
工廻（TAA一宰率率　　　　1（
TAG－＊＊＊　　　　②（
⊂AT－His　　　　8（
（：AC－His　　　13（
⊂AA－Gln　　　　4・（
⊂AG－G！n　　43（
AAT－Asn　　　　8（
AA⊂－Asn　　　41（
AAA－Lys　　4（
GAT－Asp　　15（
GA⊂－ASPL＿旦L（
GAA－Glu　　2②（
GAG－Glu　39（
②．65）
1．46）
②．②8）
②．⑦②）
②，65）
1．②6）
②．32）
3．49）
②，65）
3．33）
の．3Z）
4，63）
1．2Z）
4，14）
1．62）
3．17）
丁GT－⊂ys　　　②（
TG⊂一⊂vs　　　11（
丁GA－＊＊＊　　　2（
TGG－Trρ　　27（
CGT－Arg　　　5（
⊂G⊂－A」！9＿5Q（
⊂GA－Arg
⊂GG－Arg
AGT－Ser
AG⊂－Ser
AGA－Arg
AGG－Arg
GGT－Gly
1（
2（
②（
13（
②（
②（
13（
蜘」QQ（
GGA－Gly　　2（
G（1（1－（lly　　　5（
②．②②）
②．89）
②．16）
2．19）
②．41）
4．②6）
②．②8）
②．16）
②．②②）
1．②6）
②．②⑦）
②．②②）
1，e6）
8．12）
②．16）
②．41）
表3－6bSynθchococcus　P　C　C　7002主要遺伝子のコドン使用頻度
TTT－Phe　　21（
TT⊂－Phe　　55（
TTA－Leu　　　　8（
TTG－Leu　　IZ（
⊂TT－Leu　　12（
⊂T⊂－Leu　　　61（
⊂TA－Leu　　4（
CTG－Leu　24（
ATT一工1e　　　16（
AT⊂－lle　　36（
ATA－11e　　②（
ATG－Met　　32（
GTT－Va／　　45（
GTC－Val
GTA－Val
GTG－Val
1②（
23（
8（
））））））））））））））））????????????T⊂T－Ser
T⊂C－Ser
T⊂A－Ser
TCG－Ser
⊂⊂T－Pro
⊂⊂⊂－Pro
26（
14（
②（
2（
15（
33（
CCA－Pro　　　②（
⊂⊂G－Pro　　　6（
ACT－Thr　　35（
A⊂⊂－Thr　　4②（
A⊂A－Thr
A⊂G－Thr
G⊂T－A／a
G⊂C－Ala
GCA－A1α
G⊂G－A1α
1（
7（
56（
21（
24（
25（
））））））???????? ??TAT－Tyr　　1の（
工過（
TAA－＊＊＊　　　5（
TAG－＊率＊　　②（
CAT－His　　　2（
（A⊂－Hi5　　23（
（二AA－－G1．n　　27（
⊂AG－Gln　　18（
AAT－Asn　　11（
AA⊂－Asn　　41（
AAA－Lys　　17（
△△⊆二twL　s　27（
GAT－Asp　　27（
⊆△⊆swA　s　38（
GAA－G／u　　　65（
GAG－Glu　　　8（
）?）?）?）?）?）?）?）?）?）?）?）?）?）?）?）78
W3
R9
A②
P6
W1
P2
S1
W6
Q2
R3
P2
P2
X8
??
????巫y～　12（
TG⊂一⊂ys　　11（
TGA－＊＊＊　　②（
TGG－Trρ　　26（
⊆虹二△旦9＿±」（
CGC－Arg
⊂GA－Arg
CGG－Arg
AGT－Ser
AGC－Ser
AGA－Arg
AGG－Arg
22（
4（
4（
4（
17（
②（
②（
GGT－GL感｝（
GGC－Gly　　16（
GGA－Gly　　　5（
GGG－Gly　　9（
??????????????
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asynmetric　PCR＆nested　PCR　method
8∂mHl Ncol EcoRV
R6rbcll）hb（B∂mH〃EcoRVJ！PθS?
）一　　　　　一・－iil－－
R6rbc@Jhb’AS（N－B）
1st　PCR
　　　　　　　　　　　　　一・qll
　　　　　　　　　　　　　phb－EcoRV　　　　　　o　　　　　　　　　　　　　　　　　　　2nd　PCR
BamH　l　　　Ncoi　　　　　EcoRV
レ
R6rbc
＜
phb・EcoRV
　　　　　　　　J
　　　　　　　　　　　　　　　EcoRVBamHI
3rd　PCR
　　　BamHlEcoRV　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　EcoRl
　　　　　　　　　　ρhbC　　　　　　　　　　　　　　　　　ρhbA　　　　　　　　　　ρhbB
図3－31　改変phbC遺伝子の作製方法
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RecA／R6・Phb　N＃9
　（major　codon）
RecAIR6●phb　N＃1
　（major　codon）
Sacl
Hinc11
∂ct
sar
RecA／R6－phb　C＃19
　　（major　codo　n）
RecA！R6－phb　C＃1
　（major　codon）
ガ’”dll1
Sact
H’nclt
???
図3－32　major　recA・R6－phb／pAQJ4の遺伝子構造
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　　　　　　　　　　　　　NI　　　　N9　　　　CI　　　C19
　　　　　　　　　　　　12121212C
　　　　（KDa）
　　　　　200燗哨
　　　　　116嫡齢
　　　　　97．4一一
　　　　　　66　St
phbC一レ　　　　　　　　　　　　　　　崩騨”
phbA－一レ45一w111嬰ロー一一一
　　　　　　31－－phbB一レ
　　　　　21．5
　　　　　14．5、
　　　　　　6．5「一齢
図3－33　major　recA・R6－phb／pAQJ4組換え体におけるphb　operonの発現様式
majorrecA・R6－phb／pAQJ4　C＃1majorrecA・R6－phb／pAQJ4　C＃19
図3－34　major　recA・R6－phb／pAQJ4　C＃1／major　recA・R6－phb／pAQJ4　C＃19のPvull切断様式
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　M：λDNA／EcoRl，　HindUl
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1～3：recA：：Km＃2株
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4～6：recA：：Km＃3株
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表3－7a　GC／MS測定によるLactic　Acid／Hydroxybutylic　Acid比
　　　MediumA　condition
NaNO3（mg／ml）　　KH，PO，（mg／ml）
　　　　　GCIMS　　　　　　　　　　Lactic　Acid／
Lactic　Acid　　　Hydroxybutylic　Hydroxybutyllc　Acld
　　　　　　　　　Acid　　　　　　（％）
1
0．5
1
05
0．05
0．05
0．005
0．005
863
892
870
4373
798064
90043
158647
1621779
0．11
0．99
0．55
0．⊃7
　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊網掛けは通常用いている各成分濃度を示すn
表3－7b　GC／MS測定によるPHA／cell　weight（参考データ）
MediumA　condition GCIMS（g／g）
NaNO3（mg／ml）KH2PO4（mg／ml）Lactic　AcidHydroxybutylic
　　Acid
1
0．5
1
0．5
0．05
0．05
0．005
0．005
0．00001
0．0002
0．0003
0．0011
0．0008
0．002
0．004
0，04
　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊網掛けは通常用いている各成分濃度を示す。
（注）細胞当たりのPHA蓄積量は、塩の重量を含めた細胞重量で算出したた
　　め、参考データとなる。
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／摯
澤遜　シ
遮〆、鞄?
図3－35recA：：km＃3　x　recA・R6－phb／pAQJ4　C＃19組換え体が生産するPHB
　　　　　　　（透過型電子顕微鏡観察）
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???」〉「???」
◎つ????????」???????????????????σり?? ?? ?? ?????σり ? ?? 」
（KDa）
66 ・矯曜
45　rlr曜
31＿
21．5、
14．5、
6．5r噂■L■＿，
図3－36　major　recA・R6－phb／pAQJ4　C＃1組換え体のphb　operonの発現様式
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Ncol　　　　〈1∂ri
　　　　　　　　　　　　　　b’asigna’
　　　　」ぐコNa　「1　畿S’9…
！Vool 〈／aA Xわol?
Xんol
trc／blalSSt
Xbal
トー［＝：＝b
?
Xんol
trc／bla！s5〃’PτγB　1
Sapl
BsρEl
図3－37a　trc／bla／SSI／intein／pAQJ4＃3（left），＃1（right）の作製方法
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BsρEI
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SSI　bla　　　Xha1
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1
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　　　　　　　　or’
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／Hincll
pUC19　　pAQI　＿〃，ncll
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　s∂d
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Sac1
　　　　　　　　　　　　　　　0RF943
H’ndlil！Stth　　　　　　　pAQJ4－MCS（C》
　　　　　　　　　　　　図3－37b　trc／bla／SSI／intein／pAQJ4＃3（left），
??
19CUP
レ
115?d舶
造構子
?
遺のOh?????
　　ind川
　　　　　　Hinc1
　　　　　　　／Sad
　　　　　　　　　　H’nctI
pAQI　＿H，。。ll
　　　　　　博乱
　　　　ORF943
　　　　　pAQJ4・MCS（C）
1
trc／bla／SSVpAQJ4＃1trc／bla／SSI／pAQJ4＃3
　12345M12345
図3－38　trc／bla／SSI／intein／pAQJ4＃1，＃3のシアノバクテリア内での安定性
　　　　　　　　　　　trc／bla／SSI／pAQJ4＃1　PCC7002
　　　　　　　　　　　　　pellet　sup　Pellet　sup　tt（KD・）
図3－39
0
?
5
N’”he－一』@t　　　S　　一一4・5、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（e一顧レ6・5
trc／bla／SSI／intein／pAQJ4＃1組換え体における融合蛋白質の確認
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（KDa＞
　201－
　116－
　80－
42．4一
trc／bla／SSi
　／pAQJ4＃1
　soluble
cell　　sup
trc／bla／SSi
　／pAQJ4＃3
　soluble
cell　　sup
伽■一●●
　PCC7002
　soluble
cell　　sup
図3－40　trc／bla／SSI／intein／pAQJ4＃1組換え体における融合蛋白質の確認（western　blotting）
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第四章　蛋白質作製のためのベクター開発
第一節　緒言
　　　蛋白質は生命の維持に重要な役割を果たしており、その機能の利用は人類にとって大きな課題で
　　ある。これまで組換えDNA技術の発展により、非常に多くの有効な異種蛋白質が前記蛋白質をコ
　　ードするDNA配列を含む適当な発現ベクターにより形質転換された原核、真核宿主細胞、あるい
　　は蚕などの昆虫内で発現されている。しかしながら同時にそれと伴う様々な問題点、例えばジスル
　　フィド結合を形成する二量体蛋白質の作製、或いは膜蛋白質の発現などに関する問題点が生じてき
　　ている。
　　　例えば細胞傷害性リンパ球成熟因子［1］、或いはナチュラルキラー細胞刺激因子［2］として知られる
　　インターロイキンー12（IL－12）に代表される、2種類のサブユニット蛋白質からなる二量体蛋白質
　　を作製する場合、2種類のサブユニット蛋白質を同時にかつ等量、発現させなければならない。一
　　般に二量体蛋白質の作製方法としてはコトランスフェクション法、すなわちサブユニット蛋白質を
　　コードする遺伝子を含有する2種類の異なる既存発現ベクターを混和して形質転換体を得る方法が
　　知られる［3］。しかし、2種類の発現ベクターを導入した形質転換体のほか、いずれか1種類の発現
　　ベクターを導入した形質転換体も同時に作製される、2種類の発現ベクターを同時に導入した形質
　　転換体においても各サブユニット蛋白質の発現量に不均一性が生じる、或いは正確なジスルフィド
　　結合を形成できないなど、解決すべき問題点も多い。
　　　そのため、リンカーペプチド（ポリペプチド）を用いる融合蛋白質の作製方法が開発され、一本
　　鎖抗体などの作製に応用されている［4，5，6］。すなわち、可変領域VH鎖断片のカルボキシ末端側に
　　　（Gly－Gly　－Gly－Ser）3、計15個のアミノ酸からなるリンカー蛋白質を利用してVL鎖断片を
　　結合させ、抗体断片を作製する方法である。この方法以外にも、異なるリンカーペプチドを用いた
　　融合蛋白質の作製も幾つか報告されるが、いずれの場合もリンカー蛋白質に用いられるアミノ酸の
　　種類はGly，　Ala，　Thr，　Serと限定されている［7，8］。一方、　IRES（internal　ribosome　entry　site）
　　と呼ばれる配列で利用して2種類のサブユニット遺伝子を単一のポリシストリックに発現させる方
　　法も開発されたが、IRES配列の上流にある遺伝子の発現活性が高く、均一な発現が得られていない
　　［7，9－12］。
　　　そこで本章では、ジスルフィド結合を形成する二量体蛋白質の作製、特に細胞内プロセッシング
　　を利用した成熟蛋白質の作製を可能とするベクター一の開発について検討した。さらに細胞内プロセ
　　ッシングで切断されないリンカーボリペプチドを利用した二量体蛋白質を作製可能なベクターも同
　　時に開発し、2種類のベクターで発現させる融合蛋白質の機能や活性等について比較した。
第二節　インターロイキン・12
　（1）サイトカインとは
　　　　サイトカインは、細胞応答における細胞間相互作用に関与する分子の総称である。サイトカイ
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ンはすべての蛋白質、あるいはペプチドでしばしば多糖類を結含している糖蛋白質であり、一般
にド記のカテゴリーに分類される。
インターフェロン：
　　　ある種のウイルス感染を抑制する重要な分子群である。インターフェロンα（IFNα）、
　　インターフェロンβ（IFNβ）はウイルス感染細胞で産生されるが、インターフェロンγ
　　は活性化されたT細胞で産生される。一般に、これらインターフェロンは未感染細胞のウ
　　イルス感染に対する抵抗性を増強する。
インターロイキン：
　　　主としてT細胞が産生する一一群のサイトカインであるが、　・部はほかの単核細胞や組織
　　細胞によっても作り出される。これらの蛋白質は、多種多様な機能を持っているが、多く
　　はほかの細胞に働きかけて分裂や分化を誘導する。それぞれのインターロイキンはそれに
　　対応するレセプターを表現した限られた細胞にだけ特異的に作用する。
（2）インターロイキン12（IL－12）の機能
　　　IL－12は、主としてマクロファージや単球もしくはT細胞やB細胞から分泌される蛋白質であ
　　り、ナチュラルキラー細胞刺激因子（NKSF）［2］あるいは、細胞障害性リンパ球成熟因子（CLMF）
　　［1］として同定された。IL－12の機能としては、末梢打肚単核球からのインターフェロンγ産生増強
　　作用［13］、細胞障害性の増強、活性化T細胞やNK細胞の増殖刺激などをもつ。生体内での作用
　　しては、ヘルパーT細胞（Th）のサブタイプであるTh　l細胞の分化誘導［14］、病原体への作用、
　　抗腫瘍作用、IgE産生抑制作用、造血作用などが知られている。
　　　IL－12はp35およびp40からなる2種類のサブユニットにより構成される、70KDaのヘテロ
　　ダイマー蛋白質である（図4－1）．p35が広範に発現されているのに対し、　p40の発現はB細胞
　　や単球系に限られる［15］。また、p35はIL－6やG－CSFと相同性があるが、　p40は免疫グロブリ
　　ン様ドメイン、システイン基、WSXWSモチーフをもつ、　IL－6レセプターやCNTFレセプターの
　　細胞外ドメインと相同性がある。
　　　またp40とp35のプロモーター領域の特徴は異なっており、　p40とp35の発現は別々に制御さ
　　れていると考えられている。さらにp40のホモダイマーは、111　12と拮抗して同シグナルを抑制
　　することから［16］、IL－12のシグナルを負に制御していると考えられている。
　　　したがってIL－12は、インターロイキン2のようなホモダイマー蛋白質とは異なり、2種類の
　　サブユニットを同時に発現させ、かつ各サブユニットを分子内ジスルフィド結合で結ばなければ
　　その生理活性が得られない。一一般にIL－12の製造法としては、既存のベクターにIL－12を構成す
　　る2つのサブユニットp35とp40をコードする遺伝子をそれぞれ挿入した後、それぞれを混和し
　　て形質転換体を得る・いわゆるコトランスフェクション法を用いるf3］。しかしコトランスフェク
　　ション法では・2種類のベクターを導入した形質転換体のほか、1種類のベクタL－一一のみを導入した
　　形質転換体も同時に作製される。さらに2種類のベクターを同時に導入した形質転換体において
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も各サブユニット遺伝子の発現量にばらつきが生じるため、目的とする活性体のIL－12を効率的
に得ることができない。
　そこで最近、レトロウイルスベクターを骨格に転写の効果を促進する配列IRES（lnternal
ribosc）me　entry　site）を組み合わせて2種類のサブユニット蛋白質を発現させるベクターが開発
された［7〕。しかしながらIRES配列を用いても5’上流にある遺伝子の発現量が下流にある遺伝子
の発現量よりも高く、必ずしも発現量を制御できないといわれる．
　一方IL－12のレセプターは活性化T細胞などに発現しており、210～280KDaの分子量からな
る複合体である（図4－1）。この複合体は、110KDaと85KDaの複数のサプユニットからできて
いる。近年、サブユニットの一つβサプユニットがクローニングされ、サイトカインレセプター
スーパーファミリーに属することが明らかにされた［17－19］。β鎖はgp130、　G－CSFレセプターh
LIFレセプターと類似した構造をもち、110KDaのサプユニットと考えられる。細胞質領域には
細胞内シグナル伝達に必要な領域があり、シグナル伝達分子が結合する部位と考えられる。しか
しβ鎖だけでは高親和性レセプターとして機能しないことから、85KDaのサブユニットと複合体
を形成することで機能すると考えられている。
第三節　インシュリンの生合成経路
　　　　インシュリン［20］は、膵臓B細胞で特異的に合成、分泌されるホルモンであり、糖代謝に関与
　　　する多くのホルモンの中で唯一血糖降下作用を有する。糖尿病はインシュリンの作用不足による
　　　代謝異常であるが、その原因は多様である。
　　　　インシュリンの生合成は、インシュリン遺伝子よりRNAへの転写にはじまる（図4－2）。転写
　　　調節はインシュリン遺伝子5’上流にある特異的DNA配列（cis　element）と転写因子（trans－acting
　　　factQr）が結合することにより行われる。グルコースはインシュリン遺伝子の転写を促進し、転
　　　写されたRNAの分解も抑制する。現在までにインシュリン遺伝子の転写因子としては、　IPF－1、
　　　Pan1／2、　CREBなどが報告されているが、転写調節機構の詳細は明らかではない。
　　　　転写されたRNAは修飾されて成熟RNAになった後、核より細胞質へと移行し、祖面小胞体の
　　　リボゾーム上にてプレプロインシュリン（シグナルペプチドーB鎖一C鎖一A鎖）へと翻訳される。
　　　プレプロインシュリンは、シグナル認識粒子と相互作用し、小胞体膜を通過するときシグナルヘ
　　　プチダーゼによりシグナルペプチドが切断され、A鎖とB鎖がS－S結合で結ばれてプロインシュ
　　　リン（B鎖一C鎖一A鎖）となる。次いでプロインシュリンはゴルジ体のトランス部に輸送され
　　　調節性分泌経路へと選別され、分泌穎粒内へと取り込まれる。その中でプロインシュリンはC鍔
　　　がはずされ、インシュリンへと変換される。この変換には2種類のendopeptidase（PC2とPC3／1）
　　　とcarboxypeptidase　Hが関与しているといわれる［21］。
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第四節　動物細胞でのIL・12融合蛋白質の発現
　（1）リンカーペプチドの調製
　　　　インシュリンC鎖をリンカーポリペブチドとして使用するため、マウスすい臓「22］よりISOGEN
　　　（ニッホンジーン（株））記載の方法に準じてtotal　RNAを調製した。1μ9のtotal　RNAを鋳型に
　　　oligo（〔IT）1，，をプライマーとして、　SuperScript　preamplificatic）n　Systell1（Life　Technologieg．
　　　Inc．）記載の手順にしたがい、1st　strand　cDNA合成を行った。次に合成したlst　strand　cDNA
　　　の1／20量を鋳型とし、以下の配列で示されるインシュリンC鎖特異的なプライマー各20Pmol
　　　を用い、PCRにより約100bpからなるインシュリン1型C鎖および約110bpからなるインシュ
　　　リンII型C鎖のDNA断片を同時に増幅した。アガロースゲル電気泳動により目的断片を精製し
　　　てKlenow　fragmentおよびT4　polynucleotide　kinase（Amas　ham　I’harliiacia　Biotech）で
　　　平滑化、リン酸化処理した後、pUC185mal部位に連結し大腸菌JMI10株（damおよびdcm
　　　欠損株）を形質転換することによりInsC　I／pUC18およびInsC　H／pUC18を作製した（図4－3）。
工nsC－S（SnaB工〉：　　5’一しt二a　cgt　aga　gaa　gtg　gag　gac　ccg－3’
工rlsC－AS（Stu工〉：　　5’－a⊆∫g　cct　tog　ct二t二ctg　ccg　ggc　aac－3’
94℃，5分→［94℃，40秒；63℃，40秒；72℃，1分：32サイクル］→72℃，7分
cDNA
x10Ex　Taq　buffer
dNTP
primer－S
primer－AS
Ex　Taq（5　unit／μ1）
d．water
　　　　1μ1
　　　　5μ1
　　　　4μ1
　　　20pmol
　　　20pmol
　　　O．25μI
adjust　to　50μ1
（2）リンカーペプチドの調製
　　　大腸菌の染色体DNAからリンカーポリペプチドとなりうるDNA断片を単離するため、大腸
　　菌JMIO9株から塩化セシウム密度勾配遠心法［23］により染色体DNAを調製した。ゲノムDNA2
　　μgをStulで切断し、約100塩基対のDNA断片をアガロースゲル電気泳動により単離、精製し
　　た。一方ベクターは、pUC18のBamHI－Xbal部位問にStul部位を導入したpUCI8（Stul）を新
　　たに作製して同制限酵素で切断し、アルカリフォスファターゼによる脱リン酸化を行うことによ
　　り調製した。約100塩基対のDNA断片をpUC18（Stul）部位に連結し、大腸菌JM109株を形質
　　転換した。組換え大腸菌を100μ9／mlのアンピシリンを含むLB培地にて37℃、6時間培養した
　　後・プラスミドDNAをPI－100（倉敷紡績製）で鄙司製した。1／30量のプラスミドDNAをPvull
　　で切断してポジティブクローンを選別、塩基配列を確認し、リンカーポリペプチドとして利用す
　　るときにリーディングフレームが一致し、かつ終始コドンのないDNA断片が挿入されたクロー
　　ン、E．coli／puc18を作製した（図4－4）。
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（3）IL－12遺伝子の単離
　　　文献に記載された方法にしたがいマウス由来脾細胞（約8×10e細胞）を10％FCS含有RPMI　1640
　　に懸濁して1％ボークウィードマイトジェン（PWM）を加え、37℃、5％二酸化炭素存在下で24
　　時間培養した［24］。細胞を遠心により回収した後、ISOGEN（ニッポンジーン（株））記載の方法に
　　準じてtotal　RNAを調製し、さらに1μgのtotal　RNAを鋳型、01igo（dT）15をプライマーとして、
　　SuperScript　preampSification　System（Life　Technologies　Inc．）記載の手順にしたがい、1st
　　strand　cDNA合成を行った。次に合成したlst　strand　cDNAの1／20量を鋳型とし、以下の配列
　　で示されるp40およびp35特異的なプライマー各20pmolを用い、　PCRによりp40およびp35
　　のcDNA断片を各々増幅した［25］。アガロースゲル電気泳動により目的断片を精製してKlenow
　　fragmentおよびT4　polynucleQtide　kinase（Amasham　Pharmacia　Biotech）で平滑化、リ
　　ン酸化処理した後、pUC18　Snial部位に連結しp40／pUC18およびp35／pUC18を作製した。
P40－S：
P40－AS：
P35－S：
P35－AS：
5’－tgc　99a　しcc　gac　cag　gca　gct二cgc－3’
5’－caa　cgt　t99　at二c　cta　99a　tcg　gac－3’
5’－gag　gga　tcc　tcc　tgg　gaa　agt　ct二⊆「cO9－3’
5’－tt二c　gga　tcc　t二cc　t二at　ctg　tgt　gag　gag－3’
94℃，5分→［94『C，40秒；50℃，40秒；72℃，1分：32サイクル］→72℃，7分
cDNA
x10Ex　Taq　buffer
dNTP
primer－S
prlmer－AS
Ex　Taq（5　unit／μ1）
d．water
　　　　　1μ1
　　　　　5μ1
　　　　　4μd
　　　20pmol
　　　20　pmol
　　　O．25μI
adjust　to　50μ1
（4）IL－12融合遺伝子の創製
　　　（3）で作製した各クローンを鋳型に、以下の配列で示されるp40およびp35特異的なプライ
　　マー各20pmolを用い、　PCRによりp40のシグナル配列領域を含むcDNA（p40－Sとp40－
　　AS（Smal）の組み合わせ〉およびp35のシグナル配列領域を含まないcDNA（p35－S（SnaBI）と
　　p35－ASの組み合わせ）断片を各々増幅した。アガロースゲル電気泳動により目的断片を精製し
　　てKJenow　fragmentおよびT4　polynucleotide　kinase（Amasham　Pharmacia　Biotech）で
　　平滑化、リン酸化処理した後、p（JCI8　Sn］al部位に連結しp40＋S／pUCユ8およびp35－S／pUC18
　　を作製した（図4－5）。
p40－AS（Sma工）：5Lat二c　ccg　gga　t二cg　gac　ccしgca　gg－3「
p35－S（SnaB工〉：5’－t二ac　gt二a　att　cca　gtc　tct　gga　cct－3’
94℃，5分→［94℃，40秒；54℃，40秒；72℃，1分：32サイクル］→72℃，7分
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cDNA
x10Ex　Taq　buffer
dNTP
primer－S
prlmer－AS
ExTaq（5　unit／μ1）
d．water
　　　　1μ1
　　　　5μ1
　　　　4μ1
　　　20pmo1
　　　20pmol
　　　O．25μl
adjust　to　50μ1
　さらにp35－S／pUC18クローンをEcoRIで切断し、Klel／〔〕、v　fragmentおよびT4
polynucleotide　ki正／ase（Amashall／Ph（armacia　Biotech）で平滑化、リン酸化処理した。次いで
〃加dIIIで切断した後、　p35－S断片（約800塩基対）をアガロースゲル電気泳動により単離、精
製した。同様にp40＋S／pUCI8を制限酵素Hincll、1／incllllで切断し、アルカリフ1スファター一
ゼで脱リン酸化した後、p35－S断片を連結してp40－p35／pUC18を作製した（図4－5）。
〈IL－12p40－lnsC－IL－12p35の構築〉
　　　（1）で作製した2種類のクローンを．Stul、　SηaBIで切断し、アガロースゲル電気泳動に
　　より約100塩基対（インシュリン1型C鎖）、および約110塩基対（インシュリンII型C鎖）
　　のインシュリン断片を単離、精製した。各断片をp40－p35／pUCI8のSnaBI、　Snial部位に
　　連結し、インシュリン1型C鎖およびH型C鎖が順あるいは逆方向に挿入されたクローン
　　　（lnsC　I－C，　N／pUC18，　InsC　H－C，　N／pUCI8）を作製した（図4－6）。
〈IL－12p40－Ecoli－IL－12p35の構築〉
　　　（2）で作製したクローンをStulで切断し、アガロースゲル電気泳動により約100bpの
　　DNA断片を単離、精製した。得られた断片をp40－p35／pUC18のSnaBI、　Snial部位に連
　　結し、大腸菌ゲノムをリンカーペプチドとするクローン（E．coli－N／pUC18）を確認した（図
　　4－7）。
（5）COS細胞を用いた1L－12の発現
　　　（4）で作製した5種類のクローン（lnsC　I－C，　N／pUC18、　InsC　H－C，　N／pUCI8、　E．coli－
　　N／pUC18）をBan］HIで切断した後、　Nenow　fragmentおよびT4　polynucleotide　kinase
　　（Amasham　Pharmacia　Biotech）で平滑化、リン酸化処理した。アガロースゲル電気泳動によ
　　りIL－12p40－lnsc－IL－12p35およびIL－1　2p40　一　F．c⊂）li－IL－12p35断片（約1．9kb）を単離、
　　精製し、真核生物発現用ベクターpSRαのPstl－1〈pnl部位（Klenow　fragment（Anlasham
　　Pharmacia　Biotech）で平滑化した後、アルカリフォスファターゼで脱リン酸化した）と連結し
　　た。大腸菌JM109株を形質転換し、組換え大腸菌を100μg／m1のアンピシリンを含むLB培地
　　にて37℃、6時間培養した後、プラスミドDNAを1’1－100（倉敷紡績製）で調製した。1／30量
　　のプラスミドDNAをCialで切断してポジティブクローンを選別し、　InsC　I－C，N／pSRα、　InsC
　　n　－C．N／pSRα、　E．coli－N／pSRαを作製した。さらに各クローンのp40とInsC、およびlnsC
　　とP35との連結領域の塩基配列を解析し、1つの読み枠で融合蛋白質が作製できることを確認し
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た（図4－8）。
　一方（3）で作製したP40／PUCI8とP35／PUC18をBamHIで切断し・Klenow　fragment
およびTI　polynucleotide　kinase（Amasham　Pharmacia　Biotech）で平滑化、リン酸化処理し
た。アガロースゲル電気泳動によりP40およびP35断片（約0．8kb）を単離精製し・真核生物
発現用ベクターpSRαのPstl－Kpnl部位（Klenow　fragment（Amasham　Pharmacia　Biotech）
で平滑化した後、アルカリフォスファターゼで脱リン酸化した）と連結し・P35／pSRαおよび
p40／pSRαを作製した。このようにして作製した計7種類のクローンのDNAをアルカリーSDS
法［12］により大量に調製し、哺乳動物細胞形質転換用DNAとした。
　調製した7種類のDNAおよびコントロールpSRαとしてを用い、　DEAE－Dextran法［26］に
よりCOS－7細胞を形質転換した。まず常法にしたがい，90mmプレートでサプコンフレント状
態のCOS細胞（約1x108細胞）にRPMI－2％FCS－50μMβ一メルカプトエタノールーカナマイシ
ン溶液　4．45rnl、1M　Tris－CI　O．25ml、20mg／m1　DEAE－Dextran（Amasham
Pharmacia　Biotech）0．2m1、　DNA　10μg、100mMクロロキン10μ1を混和した溶液を加えた。
37℃、5％二酸化炭素存在下で4時間培養した後、溶液を除去しPBS（一）10mlで2回細胞を洗浄
し、さらに無血清培地DMEM／F－12－O．5％NS（ベーリンガーマンハイム）一カナマイシン20ml
を加えて37℃、5％二酸化炭素存在下で6日間培養した。培養終了後、細胞上清を回収し、0．22
μmのフィルターを用いて濾過滅菌を行い、保存した。
第五節　組換え型IL・12　M合蛋白質の特性
　（1）IL－12融合蛋白質の生理活性
　　　　第四節で作製したサンプルの生物活性を測定するため、2D6細胞を用いた。なお2D6細胞は
　　　【L－12依存的に増殖する細胞株であり、大阪大学藤原教授らによって樹立された株である。第四
　　　節で回収したサンプルの連続希釈液100μ1とIL－12に用量依存的な増殖を示す細胞、2D6細胞
　　　　く5xlO：i細胞／100μ1／穴）を96穴マイクロプレートの各穴に加え、37℃、5％二酸化炭素存在下
　　　で36時間培養を行った。［：IH］－Thymidine（18．5kBq／穴）を培養終了8時間前に加え、細胞内
　　　に取り込まれた放射能量を測定し、増殖反応の指標として検出した。なお希釈液および培養液に
　　　は、10％FCS含有RPMI1640を用いた（図4－9，表4－1）。
　　　　その結果、インシュリンC鎖が逆方向に挿入された融合蛋白質（lnsC　I－C／pSRα、　InsC　H－
　　　C／pSRα）を発現させた細胞上清は、　p35／pSRαとp40／pSRαをコトランスフェクションによ
　　　り得られた細胞上清より15～25倍高い増殖活性を示した。同様に、インシュリンC鎖が順方向
　　　に挿入された融合蛋白質（lnsC　I－N／pSRα、　InsC　H－N／pSRα）を発現させた細胞上清は、
　　　p35／pSRαとp40／pSRαをコトランスフェクションにより得られた細胞上清より10～20倍高い
　　　増殖活性を示した。しかしながら大腸菌ゲノムが挿入された融合蛋白質（E．coli－N／pSRα）を発
　　　現させた細胞上清は、p35／pSRαとp40／pSRαをコトランスフェクションにより得られた細胞
　　　上清と同等もしくはそれ以下の増殖活性しか示さなかった。
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（2）IL－12融合蛋白質のウェスタンブロット解析
　　　第四節で作製したサンプルに存在するIL－12の状態を解析するため、還元および非還元条件で
　　SDSポリアクリルアミド電気泳動を行い、ラット抗P4〔〕モノクローナル抗体でウェスタンブロッ
　　トを実施した。各培養液をセントリコンー30（アミコン社）を用いた遠心濾過により10倍濃縮し、
　　等量の2xサンプルバツファー（0．125M　Tris－Cl，40％9］ycerol。4％SDS，　O．02％プロモフェノ
　　ールブルー）加えて95℃で5分間変性させた。それぞれのサンプルを非還元条件下　（泳動バッフ
　　ァーに6％v／vβ一メルカプトエタノール非添加）、および還元条件下（泳動バッファーに6％v／vβ
　　一メルカプトエタノール添加）にて10％ポリアクリルアミドゲルで電気泳動した後、PVDFメン
　　ブレンへのプロッティングを行った。さらに一次抗体にラット抗p40モノクローナル抗体（Wlstar
　　Instituteより供与）、一二次抗体にマウス抗ラットIgGκ鎖を用いた後、2，000倍希釈した
　　ProteinA－HRP（An／asham　Pharmacia　Bic）tech）を添bll、発色させた（図4－10）。
　　　その結果、非還元条件においてインシュリンC鎖が順方向または逆方向に挿入された融合蛋白
　　質および大腸菌DNAが挿入された融合蛋白質では80KDa付近と40～50KDaにバンドが検出
　　された（図4－10）。ところが、インシュリンC鎖が順方向に挿入された融合蛋白質では還元条件
　　下で80KDa付近のバンドが消失し、40～50KDaに移動したことから、これらの融合蚤白質では
　　リンカーポリペプチドが存在せず、サブユニット問のジスルフィド結合によるp35とp40とのヘ
　　テロニ量体が形成されたと思われた。その一方で、インシュリンC鎖が逆方向に挿入された融合
　　蛋白質および大腸菌DNAが挿入された融合蛋白質では、還元条件においても80KDa付近のバ
　　ンドが消失しないことから、これらの融合蛋白質はリンカーポリペプチドで両サブユニットが連
　　結された状態であると推測できる（図4－10）。
第六節　考察
　　　　IL－12を遺伝子工学的に作製する方法としては、（1）p35とp40遺伝子をもつベクターをコトラ
　　　ンスフェクションする［3］、（2）タンデムにp35とp40遺伝子の発現カセットをもっベクターを
　　　作製する［27］、（3）IRESを利用してポリシストリックに2種類の遺伝子を発現させる等が既に報
　　　告されている［7，9－12］が、高い生物活性をもつIL－12蛋白質は得られていない。そこで筆者らは
　　　IL－12をモデル蛋白質とし、高い生物活性をもつ蛋白質を作製する方法を開発するために、イン
　　　シュリン生合成経路でリンカーボリペプチドとして機能するC鎖に着目し、細胞内でのプロセッ
　　　シングを利用した二量体蛋白質の作製手法を試みた。
　　　　IL－12p40遺伝子とIL－12p35遺伝子（Metから22アミノ酸は欠失）をインシュリンC鎖遺伝
　　　子で結合させてInsC　I－NおよびInsC　H　－Nを作製し、　pSRαのSRαプロモーターの下流に連結
　　　してCOS細胞で発現させたところ、約80KDa付近と40～50KDaの位置にラット抗P40抗体
　　　と反応するIL－12融合蛋白質が認められた。さらに還元条件で電気泳動した結果、約80KDa付
　　　近の位置に存在したラット抗P40抗体と反応するバンドは消失し、40～50KDaの位置に移動し
　　　た・したがってCOS細胞を宿主に発現させたIL－12融合蛋白質では、細胞内のプロセッシング
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によりリンカーポリペプチドがLys－ArgおよびArg－Argの部位で切断・除去され・天然型II・－12
と同様な構造を形成していることが示唆された．
　その一方でIL∫12P40遺伝r・とIL－121〕35遺伝子（Metから22アミノ酸は欠失）をインシュリ
ンC鎖遺伝子のアンチセンス鎖および大腸菌のDNA断片で結合させてInsC　I－C・InsC　n　－Cお
よびE．c⊂）li－Nを作製し、　psRαのsRαプロモーターのド流に連結してcos細胞で発現させた
ところ、約80KDa付近の位置にラット抗p40抗体と反応するIL－12融合蛋白質が認められた。
しかし還元条件で電気泳動しても、約80KDa付近の位置に存在したラット抗p40抗体と反応す
るバンドは移動せず、約80KDa付近の位置に残存した。したがってCOS細胞を宿主に発現させ
た上記のIL－12融合蛋白質では、細胞内のプロテアーゼが作用するLys－ArgおよびArg－Argの
部位が消失したため切断されず、リンカーポリペプチドで各サブユニットが連結した構造を保持
していると考えられる。
　さらに本章では、発現させた各1レ12融合蛋白質の生物活性を2D6細胞の増殖活性で測定し、
インシュリンC鎖遺伝子をアンチセンス鎖およびセンス鎖で結合させることによりコトランスフ
ェクション法よりも10～25倍多く培養上清中に生物活性を保持した状態で分泌されることを明
らかにした。しかしながら、大腸菌のDNAで連結したIL－12融合蛋白質ではコトランスフェク
ション法とほぼ同様な発現量しか認められなかったことから、インシュリンのC鎖はセンス、ア
ンチセンスに関係なく目的蛋白質の活性を阻害せずにリンカーポリペプチドとして機能すると推
察できる。その一方で、プロインシュリンにおけるインシュリンC鎖の役割は未だ解明されてい
ないのが現状である。特にインシュリンのC鎖の長さは生物種によって26～38アミノ酸と異な
り、また多様性もインシュリン（A鎖やB鎖）よりも富んでいる点においても興味深い。最近、
ヒト・プロインシュリンの立体構造をもとにC鎖のかわりに短いreverse　turn（YPGDV）を形成
するペプチドに置き換えたインシュリンが作製されたが、インシュリンと同様な構造を形成する
にもかかわらず活性が約50％低下するという報告がある［28］。筆者らの開発したベクターにおい
てインシュリンC鎖がインシュリンのみならず他二量体蛋白質の作製に有用であり、特にCOS
細胞によるin　vfvo切断により融合蛋白質から天然型を作製できることから、今後本ベクターを
利用した新規融合蛋白質作製への展開が期待される。
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P35
1し12
IL－12Rβ麺
　　1L－12Rβ三貸
サフ’二Lこ二・ント
IL．6
9ρ130
　　9P130
■：晃疫グロプリン様ドメイン
匡ヨ：システイン基
口：WSXWSモチーフ
＝：；；；：ックス1、ホックス2モチーフ
図4－1　1L－12およびIL－12受容体の構造
A．ポリソーム
　　　Nトー一十一一一一一十一　c
　　　　シクナル頷　　　　B鎖　　　　　　　C鰯　　　　　A鎖
20
B．小胞体
NHr
　　　　　　　　　　　　eg
aolo　s置一一一一一…一一・ｫ転餌富
c分泌瓢粒
　　　　　　　C鎖
くPE1ll．K
，．一．＝ku！．．ty一
　　　　　インスリン
図4－2　インシュリンの生合成経路
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SnaBl SnaBl
　　　　　pUCI　8　Stui　　　　　pUC18　St・l
　　　　　　　　　　　　　　　lnsCUpUCI8　　　　　　　　　　　　1nsCtllpUCI8
マウス　インシュリン1型C鎖（lnsC　I）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20
　N－Arg　Arg　Glu　Val　Glu　Asp　Pro　Gln　Val　Glu　Glnしeu　Gluしeu　Gly　Gly　Ser　Pro　Gly　Asp
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　30
　　　Leu　Gln　Thrしeu　Ala　Leu　Glu　Val　Ala　Arg　Gln　Lys　Arg－C
マウス　インシュリンll型C鎖（lnsC　ID
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20
　N－Arg　Arg　Glu　Val　Glu　Asp　Pro　Gln　Val　Ala　Glnしeu　Gluしeu　Gly　Gly　Gly　Pro　Giy　Ata
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　30
　　Gly　Asp　Leu　Gln　Thrしeu　Ala　Leu　Glu　Val　Aia　Arg　Gln　Lys　Arg－C
　　　　　　　　　図4－3　1nsCl／pUC18とlnsCil／pUCI8の構造と各遺伝子の塩基配列
Stul
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　pUCI8　　　Stul
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ecoli．NlpUC18
大腸菌E．c◎li　JMIO9　strain　reading　frame　1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20
　N・－Pro　Tyr　Asn　Cys　Cys　Arg　Pro　Val　Gly　Arg　lle　Arg　His　Leu　Cys　Arg巳le　Arg　Gln　Ser
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　30
　　　Met　Pro　Asp　Ala　Thr　Leu　Ser　Argしeu　Ile　Arg－C
　　　　　　　　　　　　　　　　　　図4－4　E．coli／pUC18の構造と塩基配列
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p35－S　DNA　fragment
　　（PCRprodし℃t）
SnaBI　　　　　　BamHl
　　　　　　十
　　　　　5mal
　　　　pUC18　　Smal
　　　BamHI　Hihd川
SnaBl　　pUCI　8
εcoR
　　p35・SlpUC18
　Rl（blunt）！　llldig…i・・
　　　　　　　　　　　εcoR1（blunt）　　1イ〃つdllI
　　　　　　　　　　　　　　』
　　　　　　　　　　　　　　　　P35－S
θamH奮　　　　　　　Sma‘
　　　　　　十
　　　　　Smal
　　　　　pUC18　　Smal
　　　8amHI
　　pUC18脅霧ぎ；1
　　　　　　　　1イ加dlll
p40＋S／pUC18
　　　　1楠・11／　
PUC18Hinc　l　l
Hihd　111
p40＋S　DNA　fragment
　　（PCR　product）
digestion
BamHl
P40＋S
　Smal
　SnaBl
P35S
　　　　　　　　　　　　　　ノイind暫llβamHl
　　　　　　　　　　　　　p40・p351pUC　18
図4－5　p40－p35／pUC18の作製
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BamHi
SnaBl
pUCI8
SnaBl　Stul
L＝，．，i
Stut
　lnsCVpUCI　8
　　　　　　　　　ρ40＋S
Hind　111　BamHl　　　p40・p351pUC18
???←
　　　　BamHl
チイ〃K川18amHl
9P40＋S
　　3m副
　　SnaBl
gP35－S
　　　　　　　　　　　　　　BamHl
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　P40＋S
　　　　　　　　　　　　pUC18　　　　1nsCl
　　　　　　　　　　　　　　　　　　P35S
　　　　　　　　　　H，nd　lll　BamHl　　　　　InsCI－N／pUC18
　　　　　　　　　　　　　ir　BamHld‘gestl°n　1　blunti”g
8amHl（blunt）　　　　　　　　　　　　　　　　8amHl（blunt》
　　　　　　p40＋S　　　　lnsCl　p35－S
lnsCl
’nsC’薗NlρSR　a・
図4－6a　lnsC　l－N／pSRαの作製
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BamHl
SnaBl
pUC18
SnaBI　　Stulti
Stul
　lnsCUpUC18
・愛
Eノノηd川θamHI
???←
　　　8amHI
P40＋S
　Smal
　SnaBl
P35－S
　　　p4“p35／pUCI8
Hind　11旧amH【
P40＋S
　　Smal
　SnaBl
P35－S
　　　　　　　　　　　　　BamHl
　　　　　　　　　　　　　　　　　　P40＋S
　　　　　　　　　　　pUC18　　　　1nsCl
　　　　　　　　　　　　　　　　　P35・S
　　　　　　　　　Hind　111　BamHl　　　　　lnsCl騨C／PUCI8
　　　　　　　　　　　　1B・mHldlg・・ti・・／blun・i・g
BamHl（blunt）　　　　　　　　　　　　　　　　BamHl（bl　unt）
　　　　　　p40←S　　　　lnsCI　p35－S
lnsCl
InsCI－ClpSR　a・
図4－6b　lnsC　l－C／pSRαの作製
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BamH1
SnaBl
pUCI8
SnaBl　　Stul
t＝i
Stul
　lnsCIVpUC1　8
　　　　　　　　P40＋S
・戴認
　　　　　　　　P35－S
H’月dlllθamHl　　p40－p351pUC18
???←
　　　θ∂1ηHl
ノ→’rκ川18amHI
P40＋S
　smal
　SnaBl
P35－S
BamH1（blunt〕
　　　BamHl
　　　　　　　　P40＋S
　　pUCI　8　　　1nsCH
　　　　　　　　P35S
月ノ厩川1BamHl　　　　　InsCll“NlpUC　18
1B・mHl・dige・tbn！blun’‘”g
　　　　　　　　　　　　　Bai7ri－ll（blunt）
P40←S lnsCけP35S
lnsCll
’hsC〃一ハtlpSR　a
図4－6c　lnsC　ll－N／pSRαの作製
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BamHl
SnaBl
pUC18
SnaBl　　StLA
ヒ」
Stut
　lnsCIIlpUC1　8
　　　　　　　　P40＋S
　　　　　　　　　Smal
　　　　　　　　　SnaBl
　　　　　　　　gP35－S
Him川1θamH　l　　p40－p351p　UC　18
???←
　　　BamHl
Hi爪川18amHl
P40＋S
　Smal
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P35S
　　　　　　　　　　　　　8amHl
　　　　　　　　　　　　　　　　　　P40＋S
　　　　　　　　　　　pUC18　　　　1nsCII
　　　　　　　　　　　　　　　　　P35－S
　　　　　　　　　H’rr」II旧∂mHl　　　　　lnsCll°CIpUC18
　　　　　　　　　　　　↓B・mHldl9・・tb・／blunti・g
θamH1（blunt）　　　　　　　　　　　　　βamHI（blunt）
　　　　　　p40＋S　　　　lnsCll　p35－S
InsCll
’ηsC〃曽C！ρS月α
図4－6d　lnsC　ll　－C／pSRαの作製
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BamHl
Stul
pUC18
Stut　Stul
t＝＝i
StuI
　Ecoli・N／pUC18
　　　　　　　　P40←S
　　　　　　　　P35・S
H’nt川tBamHi　　p40咀p351pUC18
　　　↓
　　　　B∂mHl
HiηdlllBamH1
P4（｝←S
　Sma　l
　SnaBl
P35－S
BamHl（bl　unt）
　　　βamHl
　　　　　　　　P40←S
　　pUC18　　　　　E．col　iN
　　　　　　　　P35・S
Hindll1．BamHI　　　　E・co　1－N／P　UC18
1B・mHldi醐bluntlng
　　　　　　　　　　　　　BarnH　1（blunt）
P4（｝←S E．col　i・N　p35－S
P40＋S
　E．col　i・N
　　　　　ε．co’あ《〃PSR　a・
図4－7　巳coli－N／pSRαの作製
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IL12p40十ILI2p35
・・… @　『・．・．．9しC
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．cca　ctt，　CしC
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、し睾c撃X㌻蝉 cca．．　，．．マ　．
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IL12p40十ILI2p35
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　　　　　　　　’C黙clC笥
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図4－8作製したpSRαクローンの塩基配列
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表4。1　生理活性から換算した各サンプル中の1L－12！
vector IL1　2（ng／mD
　　IncCl－N／pSRα
　　lncCl－C／pSRα
　　lncCII－N／pSRα
　　lncCII－C／pSRα
　　E．coli－N／pSRα
p35／pSRα十p40／pSRα
1686．9
2488
1056。8
1367。1
64．33
98．158
????（?? ??????
0
一一Zr　lncCl－NlpSRα
十InsCl－C！pSRα
十lnsCll－NlpSRα
十lnsCll－C／pSRα
一≒ロトーE．coli－N／pSRα
十gp40／pSRα＋gp35／pSRα
1 10 100　　　1000
希釈倍率
100001∞000
図4－9　作製したIL－12融合蛋白質の2D6細胞増殖活性
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図4－10　Western　blottingによるIL－12蛋白質の解析結果
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第五章　リガンド／受容体蛋白質作製のためのベクター開発
第一節　緒言
　　　　般にサイトカインは、サイトカインレセプターに結合することで細胞内にシグナルを伝える［1・2］・
　　サイトカイン受容体は自身ではキナーゼ活性をもたないが、JAKキナーゼと呼ばれるチロシンキナ
　　ーゼが常に結合しており、サイトカインが受容体に結合するとJAKキナーゼが活性化され・受容体
　　の細胞質内のチロシン残基をリン酸化する。次いで細胞質内に存在するSTAT蛋白質がSH2ドメイ
　　ンを介して受容体に結合し、JAKキナーゼによりリン酸化を受ける。チロシンリン酸化を受けた
　　STATは受容体を離れてこ量体を形成した後、迅速に核内へ移行し遺伝子発現を誘導する・このよ
　　うにJAK－ST窪r経路はサイトカインのシグナル伝達経路の主要な経路であるが、その一方で受容体
　　のチロシンリン酸化部位にアダプター蛋白質であるShcが結合し、　MAPKを介したシグナル経路
　　　（Ras－MAPK経路）も存在する。
　　　通常、サイトカインレセプターは構造上、シグナルを伝達する分子と特異性を決定する分子から
　　なる。例えばインターロイキンー2（IL－2）受容体は、3種類のサブユニットα、β、γからなる複
　　合体であり、α鎖が特異性を決定し、βおよびγ鎖がシグナルを伝達する［3A］（図5－1）。α鎖は静
　　止期T細胞には発現しないが、抗原およびマイトジェン刺激によるT細胞の活性化過程できわめて
　　早期に一過性の発現が誘導される［5］。α鎖は単独でも低親和性（解離定数Kd＝～10”8M）のIL－2
　　との結合を示すが、抗原刺激などで誘導されるα鎖はβ鎖およびγ鎖と共同で高親和性受容体（Kd＝
　　～10tlM）を形成し、抗原特異的免疫応答に関与する［1，2］。
　　　このように細胞内でのシグナル伝達メカニズムについては詳細に研究されるようになったが．サ
　　イトカインが結合してからどのような分子機構でレセプター複合体がJAKファミリー等を活性化す
　　るかは不明である。これは一連のサイトカインレセプターの研究に共通する課題である。
　　　興味深いことに、特異性を決定する受容体分子には可溶型受容体が多く存在し、何らかの生理的
　　意義をもっことが示唆されている［6－11〕。そこで本章では、受容体の細胞外領域に着目し，サイト
　　カィンと受容体との結合シグナル伝達の分子メカニズムを解明するため、新規な発現ベクターの開
　　発を試みた。第四章で見いだしたリンカーポリペプチドが融合蛋白質の活性に影響を与えないこと
　　から本ペプチドを利用してサイトカインと受容体の各鎖との融合蛋白質を作製できるベクターを構
　　築し、発現される各分子の生物活性について細胞増殖活性を指標に評価した。同時に、サイトカイ
　　ンレセプター・スーパーファミリー特有のトリプトファン・セリン（WSXWS）モチーフに着目し、
　　部位特異的変異を加えることで、本モチーフの機能について解明した［12］。
第二節　インター一・Pイキンー2とその受容体
　　　ILr2は、　IL－・2レセプターに結合して細胞内にシグナルを伝える。その受容体は他の多くのサイト
　　カイン受容体と同様に、3種類のサブユニットα、β、γからなる複合体で、サイトカインの“重
　　複性”の構造一ヒの基盤となっている。α（55kDa）、／3（75kDa），γ（64kDa）鎖とも膜貫通領域を
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もつ膜糖蛋自質で・β鎖とγ鎖は細胞外領域に他のサイトカイン受容体と共通した、トリブトファ
ン・セリン（WSXWS）モチーフおよび4つのシステイン残基をもち、サイトカインレセフター・
スーパーファミリーに属する〔3。1］。一方α鎖はこのファミリーに属さず、細胞質内アミノ酸残基も
13と短い。β鎖の細胞質内（286アミノ酸）はその構造L特徴から3つの部位に分けることができ、
細胞膜貫通部位に近い方からSerine領域、　Acedic領域、　Pr⊂＞line　rich領域と名付けられている。
それとは別に膜貫通部位とSerine領域の問にBox1、　Box2と呼ばれる配列がある［13］。γ鎖の細
胞質内（86アミノ酸）には、SH2（src　homolOgy　2）の一部とホモロジーのある部分があり、　SH2
亜領域と名付けられる。またβ鎖と同様にBox1、　Box2と呼ばれる配列がある。
　IL－2刺激後最も初期にみられる細胞内の現象として、受容体を含む細胞内蛋白質のリン酸化が挙
げられる［14，15］。β鎖にJAK1、γ鎖にJAK3がそれぞれ細胞質内領域の膜近傍にあるB（）x　1およ
びBox2を含む領域にIL－2非依存的に結合している。受容体にIL－2が結合すると、　B鎖およびγ
鎖の細胞質内領域の立体構造が変化し、JAK1とJAK3がより近接することにより相互にそして受容
体をリン酸化し、STAT5やアダプター蛋白質であるShc、　ERK等をリン酸化し、下流へ情報を伝
えると考えられている（図5－2，3）。その結果、c－fosやc－myc、　bc12などの遺伝子の転写が誘導さ
れる［16］。
第三節　IL－2／1L－2受容体複合体の発現
　（1）IL－2遺伝子の単離
　　　　ヒト胎盤cDNAライブラリーを鋳型とし、以下の配列で示されるIL－2遺伝ア［17］特異的なプ
　　　ライマー各20pnlo1を用い、　PCRにより2種類のDNA断片（IL－2：460bl）、　IL－2fusion：460bp）
　　　を増幅した。アガロースゲル電気泳動により目的断片を精製してKlenow　fragmentおよびT4
　　　polynucleOtide　kinase（Amasham　Pharmacia　Biotech）で平滑化、リン酸化処理した後、　pUC18
　　　Snial部位に連結しIL－2／pUC18およびIL－2fusion／pUC18を作製した（図5－4）。
　　　　工工2－S（Pst工）：　　　　5’－tac　Ω脚　t二gc　aaa　aga＿tgt　aca　gga　tニー3’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ps亡工　　　　　　　　　Met二
　　　　1工」2－AS（Sma工）：　　　5’－t二tc　ccg　ggt　cag　t二gt　t二ga　gat　gat　g－3’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Thr
　　　　工工、2－AS（Kpn工）：　　　5’－agc　ggt　acc　tt二a幽ag由　cag　t二gt　t二ga　g－3’
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Stqp　Thr
94℃，5分→［94℃，40秒；55℃，40秒；72℃，2分：32サイクル］→72℃，7分
cDNA
x10Ex　Taq　buffer
dNTP
primer－S
primer－AS
Ex　Taq（5　unit／μ1）
d。water
　　　　1μ1
　　　　5μ1
　　　　4μ1
　　　20　pmol
　　　20pmoI
　　　O25μ1
adjust　to　50μ1
さらにIL－2／pUC18をPstl／Kpnlで切断し、回収されるIL－2断片をpSRαのPstl／Kpnl部
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位に連結しIL－2／pSRαを作製した（図5－4）。
　なおPCR増幅したIL．－2遺伝子の5・ヒ流域は、データベース登録されている配列［17］と異な
り、Ps　tl部位およびkozak配列に置換されており、5’－CrGCAGTGCAAAGATG－3’の配列
となっている。
（2）IL－2受容体遺伝子の単離および融合蛋白質の作製
　　　ヒトT細胞由来Jarkat細胞（約8x10〔・細胞）よりISOGEN（ニッポンジーン（株））記載の方法
　　に準じてtotal　RNAを調製した。4μ9のtOtal　RNAを鋳型にoligo（dT）15をプライマーとして・
　　SuPerScript　preamplificatiOn　System（Life　Technologies　Inc．）記載の手順にしたがい、1st
　　strand　cDNA合成を行った。次に合成した1st　strand　cDNAの1／20量を鋳型とし、以下の配列
　　で示されるIL－2受容体特異的なプライマー各20pmo1を用い、　PCRにより△IL－2αR（690bp）
　　［18］、△IL－2βR（650bp）［19］および△IL－2γR（720bp）［20〕の各DNA断片を増幅した。ア
　　ガロースゲル電気泳動により目的断片を精製してKlenow　fragmentおよびT4　polynucleotide
　　kinase（Amasham　Pharmacia　Biotech）で平滑化、リン酸化処理した後、　pUC18　Smal部位
　　に連結し△IL－2αR／pUC18、△IL－2βR／pUCI8および△IL－2γR／pUC18を作製した（図5－
　　5）。
　　　　工L2αR－S（Fsp工）：　5’－t二ga　Un　gag　ct二c　tgt　gac　gat二⊆「ac－3’
　　　　工L2αR－AS（KPnI）：　5’－t二g戯Ω　t二tt⊃tca　cta　ctg　gta
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ctc　tgt　tgt　aaa　tat　－3’
　　　　IL2βR－S（F興）1）：　　5’－tct　magca　gtg　aat　ggc　act　tcc　cag－3’
　　　　IL2βR－AS（Kpn工）：　5’－t　g⊆雌　t二gt　tca　cta　ggt　gtc
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ctt　ccc　aag　99c　tgc　－3「
　　　　工L2γR－S（F＄lg）工）：　5’－gga　tgc－gca　ct二g　aac　acq　aca　at二t　ctg　acg－3f
　　　　工L2γR－AS〈K脚工）：　5’－t二g幽⊆⊆ggrヒct二a　t二ca　at二t　ctc
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ttt　tga　agヒatt　gct－3’
94℃，5分→［94℃，40秒；63℃，40秒；72℃，2分：32サイクル］→72℃，7分
cDNA
x10Ex　Taq　buffer
dNTP
primer－S
primer－AS
Ex　Taq（5　unit／μ1）
d．water
　　　　　1μ1
　　　　5μ1
　　　　4μ1
　　　20pmol
　　　20pmol
　　　α25μl
adjust　to　50μ1
　次いで各クローンをFspl／Kρtilで切断し、△IL－2αR（690bP）、△IL－2βR（650bP）および
△IL－2γR（720bP）の各DNA断片をアガロースゲル電気泳動で精製した。回収した各断片を第
4章で作製したIng．　C　II／PUC18のS”ttll／KPnl部位に連結し、　InsC　H／△IL－2αR／pUC18、　InsC
II／△IL－2βR／pUC18およびIIlsC　H／△IL∫2γR／pUCI8を作製した（図5－5）。
　さらに融合蛋白質を真核生物で発現させるため、各InsC　H／IL－2RクローンをSnaBI／Kρnlで
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切断し、II／sC　U／△IL－2αR（790bp）、　InsC　H／△IL－2βR（75（）bp）およびInsC　H／△IL－2γR
（820bp）の各DNA断片をアガロースゲル電気泳動で精製した。回収した各断片を（1）で作
製したIL－2fusion／pUC18を／℃II／SmaIで切断して得られる断片（IL－2fusicm）と1昆和し、　pSR
αのPstl／Kpnl部位に連結し、IL－2／lnsC　H／△IL－2αR／pSRα、IL－2／InsC　H／△IL－2βR／pSR
αおよびIL－2／lnsC　H／△IL－2　r　R／pSRαを作製した（図5－5）。
　以下に作製した各クローンの構造をまとめる（図5－6）：
　　IL－2／pSRa：IL2　cDNA　from　Pstl　site　to　the　stop　codon
　　lL－2／1nsCH／△量L－2R　a［pha／pSRa：IL2　cDNA　from　P∫tl　site　to∫mal（deleting　the　stop　codon）、
　　InsCII　as　a　SnaBI　and　Stul　fragment，　IL2R　alpha　cDNA　from　nt　244　to　nt　900（deleting　the　first　20
　　codons，　transmembrene［221aa－239aa］and　intercellular［240aa－252aa】regions　ofIL2R　alpha）
　　lL－2／1nsCH／△】L－2R　beta／pSRa：IL2　cDNA　from　Pstl　site　to　Smal（deleting　the　stop　codon）、
　　InsCII　as　a　SnaBI　and　StuI　fragment，　IL2R　beta　cDNA　from　nt　210　to　nt　851（deleting　the　flrst　26
　　codons，　transmembrene［215aa－239aa】and　intercellu［ar［240aa－525aa］regions　of　lL2R　beta）
　　lL－2／1nsCII／△IL－2R　gamma／pSRa：IL2　cDNA　from　Pstl　site　to　Smal（deleting　the　stop　codon），
　　InsCII　as　a　SnaBl　and　StuI　fragment，　IL2R　gamma　cDNA　from　nt　244　to　nt　900（deleting　the　first　21
　　codons，　transmembrene［234aa－262aa］and　intercellular［263aa－348aal　regions　oflL2R　gamma）
（3）COS細胞での発現
　　　作製した計4種類のpSRαクローンのDNAをアルカリーSDS法［21］により大鼠に調製し、哺
　　乳動物細胞形質転換用DNAとした。
　　　調製した4種類のDNAおよびコントロールとしてpSRαを用い、　DEAE－Dextran法［21］1こ
　　よりCOS－7細胞を形質転換した。まず常法にしたがい、90mmプレートでサブコンフレント状
　　態のCOS細胞（約lxlO8細胞）にRPMI－2％FCS－50μMβ一メルカプトエタノールーカナマイシ
　　ン溶液　4．45m1、1M　Tris－Cl　O．25ml、20mg／ml　DEAE－Dextran（Amasham　Pharmacia
　　BiOtech）　O．2ml、　DNA　lOμg、100mMクロロキン10μ1を混和した溶液を加えた。37℃、5％
　　二酸化炭素存在下で4時間培養した後、溶液を除去しPBS（一）10mlで2回細胞を洗浄し、さらに
　　無血清培地DMEM／F－12－O．5％NS（べ一リンガーマンハイム）一カナマイシン20mlを加えて37℃、
　　5％二酸化炭素存在下で6日間培養した。培養終了後、細胞上清を回収し、0．22μrnのフィルタ
　　ーを用いて濾過滅菌を行い、保存した。
第四節　IL－2／IL－2受容体複合体の特性
　（1）WSモチーフの機能解析のための変異遺伝子の作製
〈IL－2／lnsC　H／△IL－2R（－WS）／pSRαの構築〉
　　第一三節で精製した△Ilr2βR（650bp）および△IL．2γR（720bp）のDNA断ll’を鋳型とし、
　以ドの配列で示されるIL－2受容体特異的なプライマー各20Pmolを川い、　PCRにより△IL－2
　βR（－WS）（570bp）および△II　．－2　r　R（－N・X・rS）（640t⊃p）の各DNA断片を増幅した。アガロー
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スゲル電気泳動により目的断片を精製してKlenow　fragmentおよびT4　Polynucleotide　kinase
（Amasham　Pharmacia　Biotech）で平滑化、リン酸fヒ処理した後、　pUC18　Snial部位に連
結し、△IL－2βR（－WS）／pUC18および△IL－2γR（－WS）／PUCI8を作製した（図5－7）・
IL2　rラR－S（FSI；）工｝：　5・－t二ct二mpgca　gt二g　aat　ggc　act　しcc　cag－3　t
IL2　B　R－mS（－WS）、5’－a　maしgt　t・a　cta邸gaa・t・gcc　ttg　・ag’3’
II」2γR－S（F鐘）工〉：
IL2　r　R－AS←WS）：
5’－99a丈gC＿gCa　ctg　aac　acg　aca　att　ctg　acg－3’
5’－aggtLaΩ⊆9Pt　cta　tca　ctg　agc
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　act　tcc　aca　gag　t－3’
94℃，5分→［94℃，40秒；55℃，40秒；72°C，1分：32サイクル］→72℃，7分
cDNA
x10Ex　Taq　buffer
dNTP
primer－S
primer－AS
Ex　Taq（5　unit／μ1）
d．water
　　　　　1μ1
　　　　　5μ1
　　　　　4μ1
　　　20pmol
　　　20　pmol
　　　O．25μ1
adjust　to　50μ1
　次いで各クローンをFspl／Kpnlで切断し、△IL－2βR（－WS）（570bp）および△IL－2γR（－WS）
（640bp）の各DNA断片をアガロースゲル電気泳動で精製した。回収した各断片を第4章で作
製したltig．　C　il／pUC18のStul／KρnI部位に連結し、　InsC　H／△IL－2βR（－WS）／pUC18および
InsC　II／△IL－2γR（－WS）／pUC18を作製した（図5－7）。
　さらに融合蛋白質を真核生物で発現させるため、各InsC　H／IL－2R（－WS）クローンを
SηaBl／Kpnlで切断し、　InsC　II／△IL－2βR（－WS）（670bp）およびInsC　H／△IL－2γR（－WS）
　（740bp）の各DNA断片をアガロースゲル電気泳動で精製した。回収した各断片を（1）で作
製したIL－2fusion断片（Pstl／Sn］al断片）と混和し、pSRαのPstl／Kpnl部位に連結し、IL－2／InsC
II／△II；2　B　R（－WS）／pSRαおよびIL－2／lnsC　H／△IL－2γR（－WS）／pSRαを作製した（図5－7）。
　以下に作製した各クローンの構造をまとめる；
　　IM！InsCH／△IL－2R　beta（－VVS）／pSRa：IL2　cDNA　from　Pstl　site　to　SmaI（deleting　the　stop　codon），
　　InsCII　as　a　SnaBI　and　Stu［fragment，　IL2R　beta　cDNA　from　nt　210　to　nt　851（deleting　the　first　26
　　codons．　WS　motif　［　1　94aa－214aa】．　transmembrene［215aa－239aa］and　intercellular［240aa－525aa】regions
　　oflL2R　beta）
　　lL－2／InsCII／△置レ2R　gamma（－WS）／pSRa：IL2　cDNA　from　Pstl　site　to∫mal（deleting　the　stoP
　　codon），　InsCII　as　a　SnaBI　and　Stul　fragment，　IL2R　gamma　cDNA　from　nt　244　to　nt　900（deleting　the
　　first　21　codons，　WS　motif［215aa－233aa】，　transmembrene［234aa－262aa］and　intercellular［263aa－348aa】
　　regions　oflL2R　gamma）
〈IL－2／InsCH／△IL－2R（mutated　WS　motif）／PSRαの構築〉
　第三節で精製した△IL－2βR（650bP）のDNA断片を鋳型とし、以下の配列で示されるプライ
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マー各20pmo1を用い・PCRにより△IL－2βR（P196E）（80bp）、△IL－2βR（W197D）（80bP）、
△IL－2βR（S198A）（80bP）、△IL－2βR（一）（55bP）および△II．－2βR（WSPWS：．SnaBI）（570bP）
の各DNA断片を増幅した。アガロースゲル電気泳動により目的断片を精製してKlenc）w
fragmentおよびT4　Polynucleotide　kinase（Amasham　Pllarmacia　Biotech）で平滑化、リ
ン酸化処理した後、PUC18　Snial部位に連結し△IL－2βR（P196E）／pL丁C！8、△Ilr2β
R（W197D）／pUC18、△IL－2βR（S198A）／pUC18、△IL－2βR（一）／pUC18および△IL－2β
R（WSPWS：5ηaBI）／pUCl8を作製した（図5－8）。
工L、2βR－S（WSEWS＞：
工L2　B　R－S（wsms）：
工L2βR－S（WSPWA）：
工L2βR－S（一）：
IL2βR－AS（K主⊇nl）：
5’－aas　＿agC±gg　agc　gag　t二99　agc　cag　ccc　ctg－3’
5Laa（⊇＿aggLtgg　agc　ccc　gac　agc　cag　ccc　ctg－3「
5’　－aW迦9　agc　ccc　t二99　gec　cag　ccc　ctg－3’
5’－caa＿agΩ」⊇Lg　gcc　t二t二c　agg　aca　aag　cctニー3’
5’－t　ggLa⊆c　t二9ヒ　t二ca　ct二a　99『ヒ　⊆ltc
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ctt　ccc　aag　ggc　tgc　－3’
IL2βR－S（Fsp工）：　5’－t二ct±zgc＿gca　gtg　aaしggc　act　t二cc　cag－3’
IL2βR－AS（WSMJS）：　5’－tc賦t二cta　cgヒ　agt　gaa
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ctc　gcc　ttg　caq　agg　ctt－3’
94℃，5分→［94℃，40秒；55℃，40秒；72℃，1分：32サイクル］→72℃，7分
cDNA
x10Ex　Taq　buffer
dNTP
primer－S
primer－AS
Ex　Taq（5　unit／μD
d．water
　　　　　　1μ1
　　　　　　5μ1
　　　　　　4μ1
　　　20pmol
　　　20　pmol
　　　　O．25μl
adjust　to　50μ1
　次いで△IL－2βR（WSPWS：SnaBI）／pUC18をXh　ol／Kpnlで切断し、△IL－2βR（WSPWS：
SnaBI）（570bp）断片をアガロースゲル電気泳動で精製した。回収した各断片を第三節で作製し
たIL－2／InsC　H／△IL－2βR断片（Pstl／Xhol）と混和し、　pSRαのPs　tl／K加1部位に連結し、
IL－2／lnsC　H／△IL－2βR（WSPWS：SnaBI）／pSRαを作製した（図5－8）。
　一．方、△IL－2βR（P222E）／pUCl8、△IL－2βR（W223D）／pUC18、△IL－2βR（S224A）／pUCl8
をA’ull／Kpnlで、また△IL－213　R（一）／pUC18をStul／Kpnlで切断し、4種類の各断片をアガロ
ースゲル電気泳動で精製した。回収した断片をII．2／lnsC　II／△IL－2βR（WSPWS：SnaBI）／pSR
αのSnaBI／Kpnl部位に連結し、　IL－2／InsCII／△IL－2R　beta（P196E）／pSRα、　IL－2／InsCII
／△IL－2R　beta（W197D）／pSRα　、　IL－2／InsCII／△IL－2R　beta（Sl98A）／pSRα、　1レ2／
InsCII／△IL－2R　beta（一）／pSRαを作製した（図5－8）。
　以下に作製した各クローンの構造をまとめる；
　　1レ2／董nsCH／△1レ2R　beta（P196E）／pS　Ra：IL2　cDNA　from　Pstl　site　to　Smal（de且eting　the　stoP
　　codon），　InsCH　as　a　SnaB［and　Stul　fragment，　IL2R　beta　cDNA　from　nt　210to　nt　851　containing　point
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m・t・ti・。　whi、h　cau、e　P，。　t。　Gl。（d・1・ti・g　th・first　26・・d・n・，　t・an・m・mb・ene［215aa－239aa］and
in亡ercellular【240aa－525aa］regions　oflL2R　beta）
1し2／lnsα1／△IL．2R　beta（W197D）／pSRa：1L2　cDNA　from　Pstl　site　to∫脚1（deleting　the　stoP
codon），　lnsCIl　as　a　SnaBI　and　Stul　fragment，　IL2R　beta　cDNA　from　nt　210to　nt　851　containing　point
mutation　which　cause　Trp　to　Asp（deieting　the　first　26　codons．　transmembrene［215aa－239aa］and
intercellular［240aa－525aaj　regions　of　lL2R　beta）
lL－2／1nsCII／△IL－2R　beta（S198A）／pSRa：IL2　cDNA　from　I）stl　site　to　Smal（deleting　the　stop
codon），　InsCl｛as　a　SnaBI　and　Stul　fragment，　IL2R　beta　cDNA　from　nt　210　to　nt　851　contamlng　pomt
mutation　which　cause　Pro　to（deleting　the　first　26　codons，　transmembrene［215aa－239aa］and
interceliular［240aa－525aa］regions　oflL2R　beta）
IL－2／lnsCII／△lL－2R　beta（一）／pSRal［L2　cDNA　from　I）∫’l　site　to　Smal（deleting　the　stop　cQdon），
【nsCII　as　a　SnaBI　and　Stul什agment，　IL2R　beta　cDNA　from　nt　210　to　nt　851（deleting　the　first　26
codons，　WS　motif［194aa。200aa】，　transmembrene［215aa－239aal　and　interceHular［240aa－525aa］regions
oflL2Rbeta）．
（2）COS細胞での発現
　　　作製した計4種類のpSRαクローンのDNAをアルカリーSDS法［21コにより大量に調製し、哺
　　乳動物細胞形質転換用DNAとした。
　　　各DNAおよびコントロールとしてpSRαを用い、　DEAE－Dextran法［21］によりCOS－7細胞
　　を形質転換した。まず常法にしたがい、90mmプレートでサブコンフレント状態のCOS細胞（約
　　lxlO8細胞）にRPMI－2％FCS－50μMβ一メルカプトエタノールーカナマイシン溶液　4。45ml、　IM
　　Tris－Cl　O．25ml、20mg／ml　DE．4LE－Dextran（Amasham　Pharmacia　BiOtech）　0．2ml、　DNA　10
　　μg、100mMクロロキン10μ1を混和した溶液を加えた。37℃、5％二酸化炭素存在下で4時間
　　培養した後、溶液を除去しPBS（一）10mlで2回細胞を洗浄し、さらに無血清培地DMEM／F－12－
　　0．5％NS（ベーリンガーマンハイム）一カナマイシン20mlを加えて37℃、5％二酸化炭素存在下
　　で6日間培養した。培養終r後、細胞上清を回収し、0．22μmのフィルターを用いて濾過滅菌を
　　行い、保存した。
（3）融合蛋白質のバイオアッセイ
　　　通常、細胞促進活性にはMIT法による生物活性測定法（バイオアッセイ法）や［：SH］－Thymidine
　　を培養終1’8時間前に加えて細胞内に取り込まれた放射能量を測定する方法を用いる。しかし、
　　Mr’法では界面活性化剤添加により細胞を破壊してホルマザンを溶解するため、測定値にばらつ
　　きが生じやすいなど精度面に問題がある。そこで本実験では、水溶性のWST－1［22］を用いること
　　とした。
　　　Ilr6は分泌型であることからCoS細胞の上清サンプルの連続希釈液50μ1とIL－2反応性細胞、
　　CTLL－2細1泡［22．23］（1．5xlOi細胞／150　pt　1／穴）を96穴マイクロプレートの各穴に加え、37℃、
　　5％一一：酸化炭素｛，i　（－t三下で48時間培養を行った後、　O．Oli）M　WST－1／0．38M　1一メトキシPMS溶液
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　＊75μ1を加えて37℃、5％二酸化炭素存在下で一・晩放置した。翌日、マイクロプレートリーダー
　　（モレキュラー・ディバイス、モデルE－MAX）を用い、“’s’r－1より生じる暗青色のfl丁溶性ホル
　マザンを450nm吸光度で測定し（培地などによるバックグランドを650nm吸光度で測定した
　値で差し引くこととした）、増殖反応の指標とした。なお希釈液および培養液には、10％FCS含
　有RPMI1640に50μM　t3　．メルカプトエタノールを加えた培地を用いた。また各融合蛋白質の
　活性は、C値（50％増殖を示す値）から求めた。
　　一方、IL－2／IL－2受容体複合体の蛋白質量はmurille　IL－2　ELISA　kit（R＆D　Systems）により測
　定した（表5－1）。このとき各融合蛋白質の比活性を算出したところ、IL－2／△IL－2RαではIL－2
　よりも約150倍高い比活性を示し、またIL－2／△Ilπ2RβおよびIL－2／△IL－2Rγでもそれぞれ8．5
　倍、6．5倍の比活性のヒ昇が確認できた。
　またβ鎖に存在する他のサイトカイン受容体と共通したトリプトファン・セリン（WSXWS）モ
チーフは、リガンド結合やシグナル伝達に重要であることが既に報告されている［12］。そこで、本
モチーフの変異体もしくは欠失体を作製して比活性を比較したところ、β鎖およびγ鎖のWSXWS
モチーフ欠失体やβ鎖のW197D変異体はIL－2／△II．－2R　rsもしくはILr2／△IL－2Rγと比較し比活
性が約1／3に低下したが、β鎖のP196E変異体およびS198A変異体ではほぼ同等の比活性を保持
した。以上のことから、β鎖のWSXWsモチーフ、特に197番目のトリプトファンは増殖シグナル
伝達に関与していることが示唆された。
＊WST－1溶液（2．5mg／10m1培地）に1／100容量の1一メトキシPMS（10mg／20ml　PBS）をJJIIえ、
　0．45μmフィルターにより滅菌する。
第五節　IL－2／1L－2受容体蛋白質による細胞増殖メカニズムの解明
　　　　　　　　　　　　　　　一非放射性定量PCR法の利用一
　（1）リアルタイム法とは
　　　　PCRはポリメラーゼにより核酸を循環的に増幅する酵素反応である。反応は温度制御による
　　　rDNA鎖の変性→プライマーのアニーリング→DNAの伸長」を1サイクルとした一一連の繰り返
　　　しからDNAを増幅する。1サイクルの反応毎に鋳型の核酸を2倍に増幅していくので、原理的
　　　にはnサイクルの反応後、核酸は初期量の2n倍に増幅されることになる。ところが、　PCRはDNA
　　　ポリメラーゼの失活、dNTPやプライマーの加水分解などの影響で、あるサイクルを越えると反
　　　応効率が低下していき、最終的にはプラトーに達するsしたがって、PCR増幅産物が初期鋳型量
　　　を反映する指数関数的増幅期はごく限られた範囲となるが、この間に測定を行わなければ有意な
　　　結果は得られない。そのため、連続希釈系列を作製する、異なるサイクル数でpcRを行うなど、
　　　多数の予備検討を行い、すべてのサンプルが指数関数増幅期にはいるサイクル数を決定する操作
　　　が必要となる。そして決められたサイクル数で比較することにより、サンプルの核酸鼠を比較定
　　　量することができる（第：章参照）。その他、競合PCRなどが開発されているが、同様に煩雑な
　　　作業がある。
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　一方、リアルタイム定量PCRはPCR増幅産物を蛍光検出器（CCDカメラ）を用い・反応時
間毎にリアルタイムで測定する。そのため、定量性の高い指数増幅期で容易に検出できるので・
定量ダイナミックレンジが広く（107）、より信頼性の高い定量が行える・また・煩雑な操作が減っ
てサンプル処理能力が著しく向ヒし、迅速な測定が可能である。本節ではTaqManプローブを用
いたリアルタイム定量PCRにより、　IL－2／IL－2受容体蛋白質の評価を行った（図5－9）・
　なおTaqManプローブはPCR増幅する領域の内部に特異的にハイブリダイズする20～30塩
基のオリゴヌクレオチドで、両末端を異なる蛍光色素（5味端：レポーター・3朱端：クエンチャ
ー）で標識される。レポーター色素（フルオレセイン系）の蛍光エネルギーは、共鳴エネルギー
の移動現象によりクエンチャー色素（ローダミン系）に抑制されている。PCRの伸長反応が進行
すると、TaqManプロープの5’末端が加水分解を受けて、レポーター色素がプローブが外れる。
そこで発せられるレポーターの蛍光シグナルを検出する［25，26］。
（2）リアルタイムRT－PCRによる遺伝子発現変化（c－fos，c－myc）
　　　IL－2／IL－2受容体蛋白質の違いにより誘導発現されるc－fosおよびc－myc遺伝子について、
　　IL－2／II；2受容体蛋白質刺激前後の発現量の変化を調べた。
　　　CTLL－2細胞（8xlO「）細胞）をIL－2を含まないDMEM培地で37℃、6時間、5％CO2で培養
　　した後、9種類のIL－2／IL－2受容体蛋白質およびIL－2を加えて0、　O．5、1、6、18時間培養した。
　　各段階のCTLL－2細胞からISOGENでtotalRNAを抽出した後、　OD26。値を測定してRNA濃度
　　を算出した。TotalRNA各2μgを鋳型にoligo（dT）15をプライマーとして、　SuperScript
　　preamplificatic）n　System（Life　Techrlologies　Inc．）記載の手順にしたがい、1st　strand　cDNA
　　合成を行った。
　　　既知配列情報をもとにPrimer　Express　1．0（Applied　BiOsysytems）を用いて、　PCR産物が
　　約100bpとなるようにPCRプライマーとTaqManプローブを設計し合成した。　TaqManプロー
　　ブには5°末端にFAM、3t末端にTAMRA標識を行った。また、内在性コントロールとしてマウス
　　G3PDH遺伝子のプライマーとTaqManプロープ（Applied　Biosysytems）を用いた。
c－fos／783F：
c－fos／859R：
c＿fos／111T（「ra（卿）：
c－r口yc／1496F：
c－myc／1576R：
5’－tt二c　cta　cta　cca　ttc　ccc　agc　c－3’
5’－gat　cしg　cgc　aaa　agt　cct　gtg　tニー3’
5「－t二tc　tcc　agc　atg　99c　tct二cct二gt二c　aa－3’
5’一しca　aga　ggt　gcc　ac⊆「t二ct二　cc－3’
5’－t二ct　tgg　cag　ctg　gat　agt　cct二　t－3’
c－rr1yc／1522T（Ta（pan）：　5’－cag　cac　aac　t二ac　gcc　gca　ccc　cc－3’
　合成したcDNAを鋳型に、　PCRプライマーとTaqManプローブを用い、リアルタイムPCRを
行った。全ての試料について二重測定を行った。
　まず専用の96ウェルブレートにc．DNAIOn9を入れてから、以下の反応液組成から鋳型を除い
た反応液（ブレミックス）を全ての反応分調製し、各ウェルに分注した。また、ネガティブコン
トロールとしてcDNAを加えないNTC（No　Template　Control）をそれぞれの測定系において
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行った。ABI　PRISM　7700を用い、　PCRを行うとともに増幅されたPCR産物をリアルタイム検
出した。
（1）反応液組成（1チューブ分）
cDNA
2×TaqMan　Universal　PCR　Master　Mix
10μMForward　Primer
10μMReverse　Primer
5μMTaq　Man　Probe
dH20
10ng
12．5μL
O．25μL
O．25μL
O．25μL
adjust　to　25μL
（2）PCR条件
50℃2分
95℃10分
［95℃15秒，60℃1分］×40サイクル
　発現定量値の計算方法としては、△△CT法［26］を用いた。これは組織や培養細胞などを材料と
して、その細胞が有するmRNA量の発現量変化などを求める場合に有効である。まず最初に遺
伝子が指数関数的に増幅される位置にThreshold　Lineを設定し、このときのサイクル数をCT値
（Threshold　Cycle）とした。各試料のCT値は二重測定の平均値を算出した。
　　△G「値は次の式で表される。
　　△C「＝CT（遺伝子A）一　C，・（G3PDH）
　さらに
　　△△C↑＝△Cr　（Sanple）　一△CT　（Calibrator）
Sample：実検体材料
Calibrator：定常状態でのべ一スとなる実検体材料として表される。
　ところで、PCRのnサイクル時における標的遺伝子Xのコピー数Xnは
　　Xn＝Xo・（1＋E．）。
　　X。：初期のXのコピー数
　　E、：Xの増幅効率
　また、CT値までに到達するのに必要な標的分子数XTは
　　XT＝X。・（1＋Ex）Cix＝Kx
　となる。一方、内部標準についてのR’r’は
　　RT＝Ro・（1＋Ex）CT・R＝KR
　と表されるので、
　　Xτ　　Xo。（1＋Ex）c↑・x　　　Kx
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一　　＝　　　　　　　　　　　一、＝　　　＝K
　R’r　　R，、・（1＋Ex）cデR　　　KR
　ここで、すべての増幅効率をEと仮定すれば、
　Xo
　　　　・（】＋Ex）CT・x－CT・R＝K
　R。
　となり、さらにXN＝X。／R。が標的分子の初期濃度を標準化したものとすると・
　XN・（1＋Ex）iCT＝K
　となる。これを変換すると
　XN＝K・（1＋Ex）一ムCT
　となるので、あるサンプル中の標準初期遺伝子量（XN、q）をキャリブレーターの初期遺伝子量
（XN．cb）で割ると
　X。、、1　K・（1・E，）一’tl　Ciq
　　　　＝　　　　　　　　　　　”　　　　　＝　（1＋Ex）　一△△CT
　XN．eb　　K　・（1＋Ex）－iCT・cb
　となる。ここで、PCR増幅産物が150bp以ドの短いものであれば、増幅効率は限りなく1に
近づく。
　すなわち、
　　XN，q
　　　　　＝2－△△CT
　　XN，cb
　となる。
　っまり、キャリブレーションを基準とした各サンプルの相対値は△△Cr値から算出することが
できることにある。
　／〉・　［pl得られた結果を図5－10、11にまとめる。　IL－2無添加状態のときの各遺伝子の発現量を1
とし、各サンプルにおける遺伝子の発現量を比較した。その結果、IL－2／△豆L－2RαではIL－2より
も約150倍高い比活性を示したにもかかわらず、c－fosやc－myc遺伝子の発現をIL－2と同レベルに
しか活性化できなかった。このことはIL－2／1L－2RαはIL－2よりもβγ受容体への親和性が極めて
高く、IL－2単独よりも効率的にβγ受容体へ結合しシグナルを下流に伝達したと考えることがで
きる。
　またIL－2／△IL－2RβおよびIL－2／△IL－2RγでもIL－2／△IL－2Rαよりは低いながらも比活性の向一E
が認められたが、IL－2／△IL－2RβおよびIL－2／△IL－2Rγはc－fosやc－myc遺伝子の発現をIL－2より
もむしろ高レベルに活性化できた。すなわちIL－2レセプターはα、β、γからなるヘテロ三量体
ではなく、少なくとも1分r・のαと複数分子のβ、γからなる複合体である可能性が示唆された。
　　・方、β鎖のWSXWSモチーフ欠尖体やβ鎖のWl97D変異体はIL－2／△IL－2　R　Bと比較し比活
性が約1！3に低下し、c－・fos遺伝子やc－myc遺伝子の発現活性もIL－2／△IL－2Rβよりも1／3～1／17に
低ドした。ところがβ鎖のP196E変異体およびS198A変異体ではc－fos遺伝子やc－myc遺伝子の
発現活性がIL．2！△IL－2Rβよりも長時間維持されているにもかかわらず、比活性はほぼ同レベル
に保持していた。
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　興味深いことに・γ鎖のwSxwsモチーフ欠失体ではc－　fos遺伝i二やc－myc遺伝子の発現をIL－
2／△IL－2Rγと同レベルに活性化できたが、比活性ではIL．2／△iL－2Rγよりも且X3～1，／17に低ドして
いる。したがってc－fbsやc－myc遺伝子の転写誘導はβ鎖のWSXWSモチーフにより制御され、
γ鎖のWSXWSモチーフは他遺伝子の転写誘導を制御すると思われる。さらにWSXWSモチーフ
欠失体やβ鎖のWI97D変異体で比活性が低下することから、　WSXWSモチーフはβ鎖やγ鎖の
機能活性、特に重合化に関与する可能性がある。
第六節　インターロイキン6とその受容体
　　　　インターロイキンー6（IL－－6）は、マクロファージ、繊維芽細胞、　Tリンパ球、骨髄ストローマ
　　　細胞などの正常細胞および、ある種の腫瘍細胞より産生されるさまざまな機能をもつサイトカイ
　　　ンである［30］。
　　　　ILr6受容体は、α鎖（gp80）およびシグナル伝達性β鎖（gp130）からなっており、両者はと
　　　もにサイトカイン受容体スーパーファミリーに属する。α鎖はそれ自身のみではIlr6に対し低親
　　　和性しか示さないが、IL－6がα鎖に結合するとα鎖は直ちに2分’r・のシグナル伝達性分子gp130
　　　と複合体を形成し、高親和性受容体となる（図5－13）。このとき、gp130の膜近位領域（プロリ
　　　ンに富むBox1）に構成的に結合しているJAKファミリーのチロシンキナーゼ群
　　　（JAKI，JAK2，Tyk2）のチロシンリン酸化および活性化が起こる［22］。　JAKキナーゼはさらにそ
　　　れぞれのリン酸化チロシンを含むモジュールに特異的に引き寄せられた分子群をリン酸化活性化
　　　する。このようにしてSTATsやERK等をリン酸化し、下流へ情報を伝える（図5－14）。その結
　　　果、c－fosやc－myc、　IRF－1などの遺伝子の転写が誘導される［31，32，33］。
第七節　IL－6／IL－6受容体複合体の発現
　（1）IL－6遺伝子の単離
　　　　ヒト繊維芽細胞cDNAライブラリーを鋳型とし、以下の配列で示されるIL－6遺伝子特異的な
　　　プライマー各20pmolを用い、PCRにより2種類のDNA断片（IL－6：670bp、IL－6fusion：660bp）
　　　［34］を増幅した。アガロースゲル電気泳動により目的断片を精製してKlenow　fragmentおよび
　　　T4　polynucle⊂）tide　kinase（Amasham　Pharmacia　Biotech）で’V一滑化、リン酸化処理した後、
　　　pUC18　Smal部位に連結しIL－6／pUCi8およびIL－6fusion／pUCI8を作製した（図5－15）。さ
　　　らにIL－6／pUC18をEcoRI／Kpnlで切断し、回収されるIL－6断片をpSRαのEcoRI／Kρnl部
　　　位に連結しIL－6／pSRαを作製した（図5－15）。
　　　　なおPCR増幅したIL－6遺伝子の5’ヒ流域は、データベース登録されている配列［34］と一部
　　　異なり、Eα）RI部位に置換されており、5’－GAATTCCAG（）rl’△皿一：3’の配列となっている。
工L6－S（EcoR工）：
工L6－AS（SnaB工）：
5’－agaaLtrC　cag　ct二a＿tga　act二　ccし　t二cヒ　cca　ca－3’
　　　EcoR工　　　　　　Met二
5La丈鋤　ttt　gcc　gaa　gag　ccc　tca　g－3’
　　　smaBI
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工1」6－AS（Kpnl）：　　　5’－a　ggt＿aΩΩ　aヒ9血　cat　tt二9　ccg　aag　agc｝3「
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9ヒqp
94℃，5分→［94℃，40秒；50℃，40秒；72℃，2分：32サイクル］→72℃・7分
　　　　　　　cDNA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1μl
　　　　　　　x10Ex　Taq　buffer　　　　　　　　　　　　　　　　5μl
　　　　　　　dNTP　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4μl
　　　　　　　primer－S　　　　　　　　　　　　　　　　　　20　pmol
　　　　　　　primer－AS　　　　　　　　　　　　　　　　　　20　pmol
　　　　　　　Ex　Taq（5　unit／μ1）　　　　　　　　　　　　　0．25μl
　　　　　　　d．water　　　　　　　　　　　　　　　　adjust　to　50μ1
（2）［L－6受容体遺伝子の単離および融合蛋白質の作製
　　〈IL－6／lnsC　ll／△IL6Rgp80／pSRαの構築〉
　　　ヒト急性単球性白血病由来細胞株THP－1細胞（約8x10s細胞）よりISOGEN（ニッポンジー
　　ン（株））記載の方法に準じてtotal　RNAを調製した。4μgのtotal　RNAを鋳型にoligo（dT）15を
　　プライマーとして、SuperScript　preamplification　System（Life　Technologies　Inc．）記載の手
　　順にしたがい、1st　strand　cDNA合成を行った。次に合成した1st　strand　cDNAの1／20量を鋳
　　型とし、以下の配列で示されるIL－6Rgp80特異的なプライマー各20pmOlを用い、　PCRにより
　　△ILr6Rgp80（1kbp）のDNA断片を増幅した［35］。アガロースゲル電気泳動により目的断片を
　　精製してKlenow　fragmentおよびT4　polynucleotide　kinase（Amasham　Pharmacia　Biotech）
　　でIlz滑化、リン酸化処理した後、　pUC18　Smal部位に連結し△IL6Rgp80／pUC18を作製した（図
　　5－16）。
工工」6Rgp80－S（Nhel）：　　　5「－a　g幽⊆　ccc　aag　grcg　ctg　ccc　tg－3’
工L6Rgp80－AS（Kpn工）：　5t－a　gpmcc　cag　cta　gag　aat二
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　att　at二c　atc　gtc　ttt－3’
9．4℃，5分→［94℃，40秒：55℃，40秒；72℃．1．5分：40サイクル］→72℃，7分
　　　　　　　cDNA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1μl
　　　　　　　xlOEx　Taq　buffer　　　　　　　　　　　　　　　　5μl
　　　　　　　dNTP　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　4μ1
　　　　　　　primer－S　　　　　　　　　　　　　　　　　　20　pmol
　　　　　　　primer－AS　　　　　　　　　　　　　　　　　　20　pmol
　　　　　　　Ex　Taq（5　unit／μ1）　　　　　　　　　　　　　　0．25μl
　　　　　　　d。water　　　　　　　　　　　　　　　　adjust　to　50μ1
　次いで△IL6RgP80／pUC18をNhelで切断し、　Klenow　fragmentおよびT4　polynucleotide
kinase（Amas　ham　Pharmacia　Biotech）で平滑化、リン酸化処理した。　Spin　cOlumn　S200HR
（Amasham　Pharmacia　Bi（）tech）で精製した後、　Kpnlで切断し、△IL6Rgp80（1kbp）断片
をアガロースゲル電気泳動で精製した。同断片を第4章で作製したlnsC　H／pUC18のStul／Kpr〕1
部位に連結し、InsC　II／△IL6RgP80／1⊃UC18を作製した（図5－16）。
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　さらに融合蛋白質を真核生物で発現させるため、Ins　C　II　／IL－6RをSηaBI／KPη1で切断し、IllsC
H／△IL6RgP80（1．1kbp）断片をアガロースゲル電気泳動で精製した。同断片を（1）で作製し
たII．一・－6fu9・　ion断片（EcoRI／SnaBI断片）と混和し、　pSRαのEcoRI／Kρ111部位に連結し、　II．－
6／lnsC　ll／△IL6Rgp80／pSRαを作製した（図5－16）。
〈IL－6／InsCH／△IL－6Rgp130（WS）／pSRαの構築〉
　ヒト急性単球性白血病由来細胞株THP－1細胞cDNAを鋳型とし、以下の配列で示されるIL－
6RgP130特異的なプライマー各20pmolを用い、　PCRにより△Ilr6Rgpl30（8901，P）のDNA
断片を増幅した［36］。アガロースゲル電気泳動により目的断片を精製してKlenow　fragmentお
よびT4　polynucleoti（le　kinase（fXrnasham　Pharmacia　Biotech）で～lz滑化、リン酸化処理し
た後、pUC18　Smal部位に連結し△IL6Rgp130（D290D）／pUC18、△IL6Rgpl30（D290P）／1）UC18
を作製した（図5－17）。
工L6Rgp130－S（FSII）工）：　5’－aca騨gaa　ctt　ct二a　gat　cca　tgt　ggt　tat－3’
工L6Rgp130－AS（WSIMS／K加工）：
　　　　　　　　　　　　5’－t二t二9gtaCc　tta　tca　t二gc　tt二c　ttc
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　act二cca　gtc　act　cca　－3t
工L6Rgp130－AS（WSP［（IS／K茎コユエ）：
　　　　　　　　　　　　5’－tt　g9丈⊇＿a㏄　tt二a　tca　t二gc　t二t二c　t二tc
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　act二　cca　ag9’act　cca　－3’
94℃，5分→［94℃，40秒；55℃，40秒；72℃，1．5分：32サイクル］→72℃，7分
cDNA
x10Ex　Taq　buffer
dNTP
primer－S
primer－AS
Ex　Taq（5　unit／μ1）
d．water
　　　　　1μ1
　　　　5μ1
　　　　4μ1
　　　20pmo1
　　　20pmo1
　　　0．25μl
adjust　to　50μ1
　次いで△IL6Rgpl30（D290D）／pUC18、△IL6Rgp130（D290P）／pUC18を館pI／Kpnlで切断
し、△IL6RgP130（890bp）断片をアガロースゲル電気泳動で精製した。同断片を第4章で作製
したInsC　II／pUC18の．Stul／Kpnl部位に連結し、　InsC　ll／△IL6RgP130（D290D）／pUC18およ
びlnsC　H／△II6Rgp130（D290P）／pUC18を作製した（図5－17）。
　さらにlnsC　H／IL－6RクローンをSnaBI／Kpnlで切断し、　lnsC　ll　／△IL6RgP130（1kbp）断
片をアガロースゲル電気泳動で精製した。同断片を（1）で作製したIL－6fusion断片
（EcoRI／SnaBI断片）と混和し、　pSRαのEcoRI／KPnl部位に連結することによりIL－6／lnsC
H／△IL6RgPl30（D290D）／1，SRαおよびIL－6／lnsC　H／△IL6RgP1：30（D290P）／pSRαを作製し
た（図5－17，18）。
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（3）COS細胞での発現
　　　作製した計4種類のPSRαクローンのDNAをアルカリーSDS法［21］により大量に調製し、哺
　　乳動物細胞形質転換用DNAとした。
　　　各DNAおよびコントロールとしてpSRαを用い、　DEAE－Dextran法［21］によりCOS－7細胞
　　を形質転換した。まず常法にしたがい、90mmプレートでサブコンフレント状態のCOS細胞（約
　　1x108細胞）にRPMI－2％FCS－50μMβ一メルカブトエタノールーカナマイシン溶液　4．45ml、1M
　　Tris－Cl　O．25mI、20mg／ml　DEAE－Dextran（Amasham　Pharmacia　Biotech）　O．2ml、　DNA　10
　　μg、100mMクロロキン10μ正を混和した溶液を加えた。37℃、5％二酸化炭素存在下で4時間
　　培養した後、溶液を除去しPBS（一）　10mlで2回細胞を洗浄し、さらに無血清培地DMEM／F－12－
　　0，5％NS（ベーリンガーマンハイム）一カナマイシン20m1を加えて37℃、5％二酸化炭素存在下
　　で6日問培養した。培養終了後、細胞k清を回収し、0．22μmのフィルターを用いて濾過滅菌を
　　行い、保存した。
（4）昆虫細胞発現ベクターの作製
　　　　（3）で作製した4種類のDNA（IL－6／pSRα、IL－6／lnsC　H／△IL6Rgp80／pSRα、IL－6／lnsC
　　H／△IL6Rgp130（D290D）／pSRαおよびIL－6／lnsC　H／△IL6Rgp130（D290P）／pSRα）を
　　Ba∫ηHIで切断し、アガロースゲル電気泳動により各断片を精製した。4種類の断片を昆虫細胞発
　　現ベクターpVL1392のBamHI部位に連結し、　IL－6／pVL1392、　IL－6／lnsC　H／△IL6Rgp80／
　　pVL1392、IL－6／lnsC　ll／△IL6Rgp130（D290D）／pVL1392およびIL－6／lnsC　H／△
　　IL6Rgpl30（D290P）／pVLユ392を作製した（図5－18）。本ベクターは、　polyhedrinプロモータ
　　ーを利用しているため、非常に高いレベルでの発現が可能であり、全細胞性蛋白質の半分を占め
　　るときがある［21コ。
（5）昆虫細胞Sf9細胞での発現
　　　昆虫細胞系は真核生物のシステムであり、高等生物にみられる蛋白質の修飾、プロセッシング
　　および輸送系の多くを利用している。また昆虫細胞系は動物細胞系とは異なり、宿主由来の蛋白
　　質の混入がないため、サイトカイン等の組換え蛋白質の産生に適しているとされる。現在最も広
　　く利用されている発現システムは、Au亡（りgrapha　california　nuclear　polyhedrosis　virus（AcNPV）
　　として知られる溶解性ウイルスを利用しており、本実験でも用いた。
　　　（4）で作製した4種類のベクターおよびコントロールとしてpVL1392を用い、カチオンリ
　　ボソームを利用して昆虫細胞St9（Spodop亡era　frugiperda）を形質転換した。25cm2プレートに昆
　　虫細胞sro（2x10f’細胞）を接種し、27℃で2時間インキュベートして細胞を接着させた。培地
　　を除去し・DNAとリボソームを混和したGrace溶液を加えて27℃で4時間培養した。　DNA溶
　　液を除去しGrace培地（TMN－FH培地）3mlで2同細胞を洗浄し、さらにGrace培地（TMN＿
　　FH培地）3mlを加え｝C・27℃で5日間横した・培養終〕’後、細胞上清を回収し、　O．22、P、、mのフ
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イルターを用いて濾過滅菌を行い、保存した。
（6）融合蛋白質のバイオアッセイ
　　　（4）および（5）で得たサンプルの連続希釈液50μ1とIL－6反応性細胞、7TD1艇朋包（2xlOii
　　細胞／150μ1／穴）を96穴マイクロプレートの各穴に加え、37℃、5％二酸化炭素存在ドで48時
　　間培養を行った後、O．015M　WST－1／0．38M　1一メトキシPMS溶液＊75μ1を加えて37LC、5％二
　　酸化炭素存在下で一晩放置した。翌日、マイクロプレートリーダー（モレキュラー・ディバイス、
　　モデルE－MAX）を用い、　WST－1より生じる暗青色の可溶性ホルマザンを450nm吸光度で測定
　　し（培地などによるバックグランドを650nm吸光度で測定した値で差し引くこととした）、増殖
　　反応の指標とした。なお希釈液および培養液には、10％FCS含有RPMI1640に50μMβ一メル
　　カプトエタノールを加えた培地を用いた。また各融合蛋白質の活性は、C値（50％増殖を示す値）
　　から求めた。
　　　一方、IL－6／IL－6受容体複合体の蛋白質量はhuman　IL－6　ELISA　kit（R＆D　Systems）により測
　　定した（表5－2）。その結果、COS細胞はpSRαでtransfectionすることで、サルIL－6の発現
　　が誘導・分泌されヒトIL－6とクロス反応するが、昆虫細胞Sf9の培養上清にはpVL1392で
　　transfectionしても、ヒトIL－6とクロス反応するサイトカインは産生されないことが判明した。
　　したがって、COS細胞の培養上清を用いた細胞増殖活性はサルIL－6の活性を含めた活性であり、
　　各融合蛋白質の活性を必ずしも反映していないこととなる。
　　　昆虫細胞Sf9の培養ヒ清において、　IL－6／△IL－6Rαでは3倍、　Ilr6／△Ilr6Rgp130では2
　　倍程度の比活性のヒ昇が認められたが、IL－2／△IL－2R融合蛋白質と比較するとそのト界は微増で
　　あった。IL－6受容体は、1分子のα鎖と2分子のgp130からなり、α鎖およびgpl30はそれぞ
　　れ特異性およびシグナル伝達に関与する。したがって、IL－6／△IL－6Rαはgp130ホモニ量体へ
　　の親和性が高くなり、IL－6よりも効率的にシグナルを下流に伝達したと推測できる。一方、　IL－6／
　　△IL－6Rgp130では他のサイトカイン受容体と共通したトリプトファン・セリン（WSXWS）モ
　　チーフを変異させても比活性には顕著な影響を与えなかった。以上のことから、IL－6／△IL－
　　6RgP　130の天然型および変異体は9P130の細胞膜貫通領域や細胞質内領域を欠くためシグナル
　　伝達能をもたないが、膜表面にある受容体に結合することにより細胞膜に存在する9pl30の細胞
　　質内領域をJAKキナーゼ以外の方法でリン酸化し、シグナルを下流に伝達した可能性が考えられ
　　る。
＊WST－1溶液（2．5m9／10m1培地）に1／100容量の1一メトキシPMS（10mg／20ml　PBS）を加え、
　0．45μmフィルターにより滅菌する。
第八節　考察
　　　　細胞の増殖・分化に関わる因子、特にサイトカインの受容体の細胞質内にはJAKキナーゼが常
　　　に結合しており、リガンド結合によりレセプターが重合すると・JAKキナーゼがお互いに近接し
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リン酸化を受け、活性化される。その際同時にレセフターのリン酸化も起きる・そしてJAK｝STAT
系やRas－MAPK系等のシグナル伝達が活性化され、様々な遺伝子の発現が促進もしくは抑制され
る。しかしリガンドが結合する細胞質外領域とシグナル伝達との関係については不明であった・
　そこで本実験では、IL－2およびIL－6レセプターの細胞質外に着目し、リガンドと可溶型レセ
プターとの融合蛋白質を作製してリガンド／レセプター結合シグナルの分子機構について解析し
た。まず最初に各種融合蛋白質をCOS細胞の培養上清に分泌させて作製した後、　IL－2増殖依存
細胞CTLL－2もしくはIL－6増殖依存細胞7TD　1を用いて生物活性を測定した。同時に作製した
各蛋白質の蛋白量をELISAで測定し、各融合蛋白質の比活性を算出した。
　IL－2／△II∫2RαではIL－2よりも約150倍高い比活性を示し、またIL－2／△IL－2RβおよびIL－2／
△IL－2Rγでもそれぞれ8．5倍、6．5倍の比活性の上昇が認められた。さらにIL－2／△IL－2Rαは
c－fosやc－myc遺伝子の発現をIL－2と同レベルに活性化できることから、　IL－2／IL－2RαはIL－
2よりもβγ受容体への親和性が極めて高く、IL－2単独よりも効率的にβγ受容体へ結合しシグ
ナルを下流に伝達したと考えることができる。IL－2Rα鎖の可溶型は、古くから抗原刺激したT
細胞やヒト成人T細胞白血病（ATL）などの悪性腫瘍、慢性関節リウマチなどの自己免疫疾患、
HIVなどのウイルス感染などの患者で多く検出される［5］。本可溶型が増加する理由としては、ウ
イルス感染などによりIL－2Rα遺伝子の発現が活性化し、なんらかの刺激で細胞表面より遊離し
たためと考えられてきた。しかし、IL－2Rα鎖の可溶型がIL－2との融合体でIL－2活性を著しく
向上できたことから、遊離した可溶型が効率的に免疫機能を向上させる可能性は高い。
　またIL－2／△IL－2RβおよびIL－2／△IL－2RγでもIL－2／△IL－2Rαよりは低いながらも比活性
の向上が認められたが、この現象を理解するためには現在のモデルでは説明できない。すなわち、
リガンド結合により受容体の各サプユニットが重合し、その細胞質内領域に結合しているJAKキ
ナーゼがお互いに近接しリン酸化を受け、活性化されると考えられているが、本実験で用いた融
合蛋白質はいずれも細胞膜貫通領域や細胞質内領域は欠失しているため、JAKキナーゼは容易に
は活性化されないことになる。しかしIL－2／△IL－2RβおよびIL－2／△IL－2Rγはc－fosやc－myc
遺伝子の発現をIL－2よりもむしろ高レベルに活性化できることから、　IL－2レセプターはα、β、
γからなるヘテロ三量体ではなく、少なくとも1分子のαと複数分子のβ、γからなる複合体で
あると思われる。
　一方、β鎖に存在する他のサイトカイン受容体と共通したトリプトファン・セリン（WSXWS）
モチーフは、リガンド結合やシグナル伝達に重要であることが報告されている［26］。そこで、本
モチーフの変異体もしくは欠失体を作製して比活性を比較したところ、β鎖およびγ鎖のWSXWS
モチーフ欠失体やβ鎖のw197D変異体はiL－2／△IL－2RβもしくはIL－2／△IL－2Rγと比較し比
活性が約1／3に低下したが、β鎖のP196E変異体およびS198A変異体ではほぼ同等の比活性を
保持した。興味深いことに、B鎖のWSXWSモチーフ欠失体およびW197D変異体はc－fos遺伝
子やc－myc遺伝子の発現活性をIL－2／△IL－2Rβよりも1／3～1／17に低下させたが、γ鎖の
WSXwSモチーフ欠失体ではIL－2／△IL－2Rγと同レベルに活性化できた。以上のことから、β
鎖のWSXWSモチーフ、特に197番目のトリプトファンはシグナル伝達、特にc－fosやc－myc
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遺伝子の転写誘導を制御するが、γ鎖のwsxWsモチーフは今回解析していない他遺伝子の転写
誘導を制御すると思われるfiさらにWSXWSモチーフ欠尖体やβ鎖のW197D変異体で比活性が
低下することから、WSXWsモチーフはβ鎖やγ鎖の機能活性、特に重合化に関与する「】1能性が
ある。
　次いでIL－6／△IL－6RαおよびIL－6／△IL－6RgP130を1↑三製しIL－6と比活性を比較した。その
結果・IL－6／△IL－6Rαでは3倍、　IL－6／△IL－61igpl，30では2倍程度の比活性のh昇が認めら
れたが、IL－2／△IL－2R融合蛋白質と比較するとそのヒ昇は微増であった。王L－6受容体は、1分
子のα鎖と2分子のgp130からなり、α鎖およびgpl30はそれぞれ特異性およびシグナル伝達
に関与する。したがって、IL－6／△IL－6Rαは9P130ホモニ量体への親和性が高くなり、　IL－6よ
りも効率的にシグナルを下流に伝達したと推測できる。　一方、IL－6／△IL－6Rgp130ではgp130
の細胞膜貫通領域や細胞質内領域を欠くためシグナル伝達能をもたないが、受容体に結合するこ
とにより細胞膜に存在するgpl30の細胞質内領域をJAKキナーゼ以外の方法でリン酸化し、シ
グナルを下流に伝達した可能性がある。しかしその作用機序は、現在までのところ不明である。
　このように、サイトカインとその受容体との融合蛋白質を作製するというアプローチは白身の
生物活性を顕著に向ヒさせることが可能であることから、ex　L・iVOや∫n　v／voの治療薬として期待
できる。特に本章で用いたサイトカイン以外に例えばIL－2Rβ鎖を共有するIL－15、　IL－2Rγを共
有するIL－4、　IL－7、　IL－9、　IL－15およびgp130を共有するII．－11、　OSM、　CNIFやLIFなどに
も当然応用可能であり、本ベクターシステムを利用することで高い生物活性を有する蛋白質が作
製できると思われる。その一・方で、本システムはサイトカインが結合してからレセプターがどの
ようにJAKファミリー等を活性化するかのメカニズムを解析するための手法としても有用である
ことを示した。今後、サイトカインのみならず様々な分子の結合シグナル伝達機構を解析し、さ
らに今後解析される立体構造と相関させることにより、今まで曖昧であった細胞質外シグナル伝
達が解明されることが期待できる。
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図5－1　1L－2受容体の構造
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図5－2　1L－2受容体からのシグナル模式図（JAK／STATおよびERK情報伝達系）
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図5－3　1L－2受容体からのシグナル模式図（そのほかの情報伝達系）
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図5－4　1L－2／pSRαの作製方法
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　　　　　　　　　　　　　　141
　lL－2　tusbn
（PCR　producり
Psn　　　　　　Smal
十
Smal
?
鋤
　　　sπ旧iHind川
Psn　pUC18
εσoRI
lし・2fusion／pUC18
P…IS・・1・dig・・・…ｫ
Psn　　　Smal
　IL－2　fusion
　　　　　　　　　KpnlFsρ1
、応1
6・…
　　　↓
Fspl
pUα8　　κpnl
　△IL－2ifR
（PCR　product）
△IL・2βrVpUC1　8
　　　　1柳1－estl・…ヂ1
戸Spl　　　κpd
　△IL－2βR
pUC18－Stul
　　　　　κpnl
　　　lnsCll／pUC18
　　　　　果
Ins　Cll　／△1し2β　RlpUCI　8
　　　　　　1・・aBl／ゆ・ld・geS・…
SηaBI　　　　　　　　　　　κρηl
　l　　■■■■■■■1
lL－2
PSRα lnsCII
△！L－2βR
1し・2／lnsCIIノムIL・2βR／pSRa
図5－5b　IL－2／lnsC　H／△IL－2βR／pSRαの作製
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図5・－6　1L－2／lnsC　ll／△IL－2R／pSRαの構造
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図5－7a　IL－2／lnsC　ll／△IL－2βR（－WS）／pSRαの作製
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図5－8　1L－2／lnsC　ll／△IL－2βR（mutated　WS　motif）／pSRαの構造
表5－1 lL－2／lnsC　11／△IL－2R／pSRαの比活性比較
sample protein　conc．（P9／ml）Cva ue　　specific　activity　　activity（IL2＝1）
　　IL－2／1nsCll／△IL－2Rα
　　lL－2／【nsCll／△IL－2Rβ
　　lL－2／1nsCll／△IL－2Rγ
IL－2／1nsCll／△IL2Rβ（－WS）
1し2／［nsC目／△IL2Rγ（－WS）
　lL－2／lnsCll／△IL2Rβ　（A）
　lL－2／lnsCll／△IL2Rβ　（D）
　lL－2／lnsCll／△IL2Rβ　（E）
　1レ2／1nsCIレムIL2Rβ　（一）
　　　　　　　　lL－2
　　1L－2（std，1000　unit）
　　38
16，034
21，717
16β23
52，985
56，762
24，202
137，000
31，714
376，000
40，155
　60
1，060
tβ70
313
1，000
3，080
691
8β90
578
2，900
406
1．599
0．066
0．086
0．019
0．019
0．054
0．029
0．061
0．018
0．008
0．010
158．1
6．5
8．5
1．8
1，9
5．4
2．8
6」
1．8
0．8
1．0
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①プライマーとTaqManプローブのアニーリング
リポ＋の蛍光は抑制されている
　　　　　　　　　　aqManプローブ
　　　　　　　　　Rプライマー
5’
3’
②Taq　DNAポリメラーゼによる伸長
　　　　　　　　　lili．P
5’
3’
　　リポーター
＠・クエンチャー－
　　　　3’
　　　　5’
プライマー
’‘in－’一一c　＝　：
???
③Taq　DNAポリメラーゼの5’ヌクレアーゼ活性による
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　　　　　　　　　　　　く
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図5－9　リアルタイムRT－PCR法の原理
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図5－10　リアルタイムRT－PCR法によるc－fos遺伝子の発現解析
150
「lL－2／lnsCll／△IL－2Rα lL－2／lnsCll／△IL－2Rβ
?????????????????
??????????????? 」
???????????????????????????????????????????」
o O．5 1 6 16 0 O．5 1 6 16
incubation　time（hr） incubation　time（hr）
??????????????????????????????????????????????
IL－2／lnsCll／△IL－2Rγ
0 0．5 1 6
incubation　time（hr）
16
1
???????????????????????????????????〉??????????」
lL－2／lnsCll／△1L2Rβ（－WS）
0 O．5 1 6
incubation　time（hr）
16
??????????????????????????????????????????????
IL－2／lnsCil／△IL2Rγ（－WS）
「■．
1一曹・印 一 一一 一一 一一一 一一ゴ耳一
幽 τ
一一一 了」「
一
」「一 一．一 」「 一． 『．
．一 ．一． r　吟
一
「F
F「
一一 ．一一一噌一一 一
「
・ ’ 一 り
「
一一一 一一一 ．i「 一　一 一 　一．幽9一
7－「 一一・一 ゴ 噌　　一ﾏ　　　幽一 ｝｝噛@　　．甲 巴．「1ｽ，． r　4 　■．　．甲`噌　　　→
→． 一一
o O．5 1 6
incubation　time（hr）
16
「?
?????????????????????????????????》???????????
lL－2／lnsCII／△IL－2Rβ（一）
0 O．5 1 6
incubation　time（hr）
16
，
151
．L－2／lnsCll／△1L2Rβ（E）lL－2／lnsCll／△IL2Rβ（A）
一 　　　一一一一一一
1．．．
庫．
．－
r 霜
一
一
”
一1
@，
．r一
｝亨
6
5
4
3
2
1
O
??????↑???????????????????????????
160，5　　　　　1　　　　　6
incubation　time（hr）
0160．5　　　　1　　　　　6
incubation　time（hr）
0
L－2
．．一一 　　　　　　　　　　　　　　　　　　一齟噤@
．一
　｝一一一．
@　　一一．
鼈黶D
@　　　　　　一
鼈鼈鼈
一一
　　一．r
@－一一一
@一．一
D． @｝
w｝
．一
　　　　　　　　一
@　　　　　　一一
@　　　　　　一．鼈鼈鼈
一一1一 一 　一一
黶D 一一 一一
『一
???
　　→@　一@　圃@　　@　一
@　qD　　 　．“
普@　」
Q　　　　　d
|¶DA
一一一
　　　，
@　一
@　一
@　　”@　　’
@　「
@　　1
@　？H一囎鼡ｿ¶層
　　一@　冒．
u　　「■
@　暫@　層
@　．@　阿@　1@　甲@　噛
g．．x　　　　一
黶v，閥
　　．
@　國@　，@　幽@　璽
@1，M咋u
一一 一 一一一
隔　　　　　　，
@　　－@　4@　「
黷X｡　　　一
鼈黶u．」
????????????????。???????????
160．5　　　　1　　　　　6
incubation　time（hr）
0
IL－2／lnsCll／△1L2Rβ（D）
???????? ?? ↑????? ?＝???
16O，5　　　　1　　　　　6
incubation　time（hr）
O
リアルタイムRT－PCR法によるc－myc遺伝子の発現解析図5－11
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h　工L2R　beta：
h　工L2R　gamma：
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図5－12　サイトカインレセプターに存在するWSモチーフの配列比較
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図5－15　1L。6／pSRαの作製
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図5－－17　1L－6／lnsC　ll／△IL6Rgpl　30／pSRαの作製
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図5－18IL－6／lnsC　ll／△IL6Rの構造
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表5－2　1L－6／insC　II／△iL－6R／pSRαの比活性比較
cell　type sample protein（P9／ml）Cvaluespecific　activity　　activity（IL6ニ1）
COS　cell 1L6 3，500，000265，000 0，076 tO
lL6－9P80 945，00094，900 0，100 1．3
1L6－gp130（D290D）7，540 412 0，055 0．7
1L6－gp130（D290P）1，110，000121，000 0，109 1．4
pSRα 6，160，000162，000 0，026 0．3
TE 4，869 一 層 一
一一．一一一一一 一冒一
Sfg　cell lL6 t500，000110，000 0，073 1．0
lL6－9P80 196，00045」00 0，233 3．2
lL6－gp130（D290D）364，00047，000 0，129 1．8
lL6－gp130（D290P）320，00035，700 0，112 1．5
pVL1392 ■ 一 一 一
lL6　std（1000unit／ml）885 193 0．218
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第六章　総括的考察
　ヒト・ゲノムプロジェクトは急速に進み、数年以内にヒト・ゲノムの完全な塩基配列が明らかと
なるnまたヒト以外のゲノムについても多くの塩基配列情報が蓄積し始めていることから、現在知
られている数の数卜倍にも及ぶ機能未知な遺伝子を手に入れるのも、そう遠いことではない。
　　・般に遺伝r一の機能を知るためには、少なくとも物理化学レベル、生化学レベル、生理学レベル
といった複数のレベルでの解析が本質的に必要である。例えば、蛋白質の相互作用解析や立体構造
解析は遺伝r一の物理化学レベルでの基本機能を追求するものであり、一方ノックアウトマウスの作
製などの遺伝F破壊技術を利用した個体レベルでの解析は生理学レベルでの解析といえよう。この
ようにゲノム機能解析は、遺伝子発現解析のみならずプロテオームや蛋白質立体構造解析（構造ゲ
ノミクス）などを全て含めた解析なのである。そして全てのレベルで遺伝子の機能が次々と明らか
になれば、最終的には生命の全体像にも迫り得ることになる。
　しかしながら現時点においても、いずれの解析手法に問題がないとはいえない。特に蛋白質立体
構造解析においては、クローン化された遺伝子を大腸菌や培養細胞で大量発現させる方法を利用す
るが、自然界に存在する生物由来の全ての蛋白質を効率的に生産することが未だできていない。そ
の原因としては、大腸菌で大量に発現させた蛋白質は“封入体”と呼ばれる不溶性の凝集体を形成
し、不溶型の組換え蛋白質が産生されやすい、或いはジスルフィド結合を形成する二量体蛋白質や
膜蛋白質の発現については一・般則というものが存在せず、個々の蛋白質について最適条件を見つけ
だすという地道な努力が必要であること等が挙げられている。今後、このような状況で何万という
遺伝jl・の機能解析を行うには、非常に効率が悪く、非常に長い時間がかかることは明らかである。
新たな方法論や技術とそれに対応するソフトやハードウエアの開発が不可欠であることは、ゲノム
プロジェクトの成功例からみても当然であり、本研究では技術の開発、特に“ベクター”の開発に
集中した。長6－1に本研究で構築したベクターの種類と特徴を示す。
　第三章では、大腸菌と同様な原核生物であるシアノバクテリアを実験材料とした。大腸菌は最小
培地で増殖が著しく低下することに対してシアノバクテリアは通常、硝酸イオンおよび二酸化炭素
を唯・の窒素源および炭素源として生育するため、蛋白質構造解析に最も適した宿主であるといえ
る。しかし、既存ベクターでは蛋白質発現の効率が非常に低かったため、そのような利用は行われ
ていなかった。本研究で菌体内で安定かつ高いコピー数をもっベクターを開発し、さらに高活性な
プロモーターを創製することにより蛋白質の発現効率を大幅に上昇させた。さらに培養上清には低
分子量の蛋白質が微量にしか存在しないことを利用し、i3　－lactamaseの分泌シグナルを融合させて
外来蛋白質を分泌させることで精製法の簡略化に成功した。このような工夫を加えることにより、
標識蛋白質作製のハイスループット化への可能性を示すことができた。
　また第四章では、バイオテクノロジーが進展した今日でさえ作製が困難とされる二量体蛋白質を
インシュリン合成経路を模倣するベクターを用いることで作製できることを示した。すなわち、イ
ンシュリン遺伝tLはA－C－Bからなるプレプロインシュリン遺伝r一であるが、細胞内での成熟過程で
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C鎖が切断されてA鎖とB鎖からなるインシュリンに変換される［1〕。インシュリンは膵臓ランゲル
ハンスβ細胞で産生されるため、インシュリン合成に関与する酵素やシャベロン蛋自質などは膵臓
特異的であると考えられてきた。しかし、本研究でサル脾臓細胞由来のC（うS細胞にも同様な酵素等
が存在することを初めて明らかにすることで様々な細胞においても同様な成熟過稗がある可能性を
示唆したとともに・インシュリンの合成経路を模倣した二量体蛋白質の作製技術を確立した．本技
術によれば・従来技術よりも高効率に二量体蛋白質を作製でき、かつリンカーが成熟過手≒1で除去さ
れて天然型と同一構造の蛋白質ができる。今後、ダウンストリームである精製や純度分析について
検討を加えることにより、構造解析に適した試料を提供できると推察される。　・般に蛋白質の精製
法としては・抗体を用いたアフィニティークロマトグラフィーによる精製が技術的にも確立されて
おり・収率面および純度面において優れている。したがって本技術の確凱により、　：最体蛋白質の
大量調製および構造解析への口∫能性が示された。
　さらに第五章では、サイトカイン刺激による細胞内シグナル伝達情報の解析に一：量体蛋1「1質の作
製ベクターが威力を発揮した。つまり、細胞内シグナル伝達のメカニズムについては詳細に解析さ
れているにもかかわらず・サイトカインの受容体への結合情報を細胞内へ伝達するメカニズムはイく
明であった。第四章で構築した二量体蛋白質作製ベクターを改良してIL－2と各鎖との融合蛋白質を
発現させることにより、IL－2Rβ鎖に存在するサイトカインレセプター・スーパーファミリ・一特有
のトリプトファン・セリン（WSXWS）モチーフが結合シグナルの伝達に関与していることを明ら
かにした。また作製したIL－2とIL－2R各鎖との融合蛋白質がいずれもIL－2よりも高い細胞増殖活
性をもつことから、本技術をべ一スにリガンドと可溶型受容体の組み合わせを白由に設計すること
で、複数の機能を有する新規な医薬品のリード化合物を創製する、新たな薬剤開発のアプローチと
しても期待できる。特に本融合蛋白質は、サイトカインと受容体との結合を模倣した低分r阻害剤
（拮抗剤）の分子設計を進める上で有益な情報を与えてくれると考えられる。
　本研究では、蛋白質発現のためのベクター開発およびその応川について検討したが、今後の課題
としては、蛋白質の発現効率を大幅に改善することを目的とした翻訳開始コドン領域や終止コドン
領域の改変が必要となると考えられる。既に、全ゲノムが解析された大腸菌、酵母やショゥジョゥ
バエなどにおいては翻訳開始コドン領域が詳細に解析され、特に開始コドン後の塩基出現頻度の偏
りと発現効率に何らかの相関関係があることが示されている［2一田。その一方で発現量の多い真核生
物mRNAの翻訳開始領域には一GCC（A／G）CCAU　G（G）一一という共通塩基配列（Kozakのコンセンサ
ス配列）が存在することが知られる［6］。このコンセンサス配列に塩基置換を施すと翻訳効率が低下
することが確認されている［7］が、発現効率の低い外来遺伝子の発現効率を改善するためにコンセン
サス配列に改変しても全く影響がみられないことも多い。つまり、遺伝子の発現効率には非翻訳領
域と開始コドン後の塩基出現頻度には何らかの相関関係があり、個々のユニットとしての解析では
なく、全体としての解析が必要であると考えている。今後、様々な生物種のゲノム情報を利用して
翻訳開始メカニズムを明らかにすることにより、本研究で開発した発現ベクターの発現効率を人為
的に向一ヒすることも可能になると一考えている。
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　本研究でも明らかのように、ベクターの構築は従来困難とされる蛋白質の量産やシグナル伝達メ
カニズムの解析を可能にする、或いは新たな（複数の）機能を有する蛋白質の作製を可能にする等、
ブレークスルー技術のつとして大変魅力的である。遺伝子組換え技術とバイオインフォマティク
スによる情報解析技術をうまく組み合わせることにより、今後さらなる組換え蛋白質の生産性の向
上が達成できるのであれば、立体構造解析としての利用以外に、工業用酵素や医薬用蛋白質として
の利用も可能となると考えられる。さらに、ゲノム情報から次々に同定されている遺伝子多型が遺
伝子の機能、転写や翻訳効率に及ぼす影響を迅速に解析できるようになれば、その違いが個人差に
よるものかそれとも疾病に関与するものであるかが明白になり、有効な治療法の選択や副作用の危
険性の回避が確実となる。そして将来的には、加silicoでの解析から目的機能をもつ蛋白質を設計
し発現ベクターで量産化させるのも夢ではないと考えている。
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表6－1本研究で作製したベクターの種類および特徴
ベクター名 宿主 産生物質 由来 特徴
pAQJ4－MCS
pAQJ4－CAT
recA・R6－phb／pAQJ4
major　r㏄A・R6－phb／pAQJ4
Synecわoooccμs　sp．　P　CC7002
Syηecわococcus　sp．　PCC7002
Syηechococcロs　sp．　PCC7002
Syηechococαノs　sp．　PCC7002
CAT
PHB
PHB
transposon　7ng
A’caligenes　eutt℃phus　H　16
A’caligenes　eutrophus　H　16
shu此tle　vector
prOmOter　analySiS　veCtor
modified施c　promoter
bC（major　codon　substitution）
lrlsC　l－N／pSRα
lnsC　l－C／pSRα
lnsC　II－N／pSRα
lnsC　II－C／pSRα
E．coli－N／pSRor
p35／pSRα
p40／pSRα
COS　ceU
COS　cell
COS　cell
COS　cell
COS　cell
COS　cell
COS　cell
lL－12
1L－12
1L－12
1L－12
1L－12
1L－12p35
1L－12p40
human
human
human
human
human
human
human
insulin　type　l
insulin　type　l
insulin　type　ll
insulin　type　l1
C　chain／maturation
Cchain／fusion　proteir
C　chain／maturation
Cchain／fusion　proteir
E．coli　DNA／fusion　protein
1卜2
1L－2／lnsC駐／△iL－2αR／pSRα
lL－2／lnsC　II／△IL－2βR／pSRα
IL－2／1nsC　II／△IL－2γR／pSRα
lL－2／lnsC　ll／△1レ2βR（－WS）／pSRα
lL－2／lnsC　ii／△1レ2γR（－WS）／pSRα
1L－2／lnsCll／△IL－2Rβ（P196E）／pSRα
IL－2／lnsCll／△IL－2Rβ（W197D）／pSRα
lL－2／lnsCII／△IL－2Rβ（S198A）／pSRα
lL－2／insC駐／△IL－2Rβ（一）／pSRα
IL－6／pSRα
1し一6／1nsC　ll／△IL6Rga80／pSRα
lL－6／lnsC　ll／△IL6Rgp130（D290D）／pSRα
lL－6／1nsC　ll／△IL6Rgp130（D290P）／pSRα
IL－6／pVL1392
1L－6／hsC　ll／△IL6Rgp80／pVL1392
1L－6／lnsC　ll／△IL6Rgp130（D290D）／pVL1392
1L－6／hsC　ll／△lL6Rgp130（D290P）／pVL1392
COS　ceil
COS　ce細
COS　cell
COS　ce肥
COS　cell
COS　ce随
COS　ce瞳
COS　ce肥
COS　cell
COS　cell
COS　cell
COS　cell
COS　cell
COS　cell
S億（Sρodoρ亡era　fれ娼liperda）
SP（Sρodoρ亡era　frugiperda）
S護）（Sρodoρ亡era　fれ」giper（ね）
S組（Sρodoρ亡era　h沁9iperda）
1L－2
1L－2／IL－2αR
lL－2／IL－2βR
lL－2／IL－2γR
lL－2／IL－2βR
IL－2／IL－2γR
lL－2／IL－2βR
lL－2／IL－2βR
lL－2／IL－2βR
IL－2／IL－2βR
lL－6
1L－6／lL6Rgp80
1L－6／IL6Rgp130
1L－6／IL6Rgp130
1L－6
1L－6／IL6Rgp8（）
IL－6／IL6Rgp130
1L－6／lL6Rgp130
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
human
lL－2αR［21－220aa］
1L－2βR［27－214aa］
lL－2γR［22－233aa］
IL－2βR［27－193aa］
lL－2γR［22。214aa］
point　mutation（Pro　to　Glu）
point　mutation（Trp　to　Asp）
point　mutation（Ser　to　Ala）
IL－2βR［27－193aa＋201－214aa］
lL6Rgp80［20－325aa］
IL6Rgp130［23－319aa］
lL6Rgp130［23－319aa］D290P
IL6RgO80［20－325aa］
IL6　Rgp130［23－319aaコ
IL6　Rgp1　30［23－319aa］D290P
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　略語一覧
aa：アミノ酸
bla：β一一ラクタマーゼ；13　－1actamase
bp：塩基対
CAT：クロラムフェニコールアセチルトランスフェラーゼ：chloramphenicol　acetyltransferase
CBD：chitin　binding　d（’）main
COX：シクロオキシゲナーゼ：cyclooxygenase
CT：Thresh（’）1d　Cycle
FCS：fetal　calf　s　eru　III
GAPDI　l　l　91yceraldehy（le　3－phosphate　dehydrogenase
HIP1：highly　iterated　palindrome
HRP：horse　radish　peroxNてdase
IL－12：インターロイキンー12；interleukin－12
1L－2：インターロイキンー2；interleukin－2
11．6：インターロイキンー6：interleukin－6
1nsC：インシュリンC鎖
InsC　I：インシュリン1型C鎖
InsC　H：インシュリンH型C鎖
IRES：internal　ribos（）rne　entrv　site
JAK：janus　kiriase
Kd：解離定数
PCR：Poly！nerase　chain　reaction
PHA：ポリーヒドロキシアルカノエート；poly（β　－hydroxyalkanoate）
PHB：ポリーヒドロキシブチレート；poly（4－hydroxybutylate）
rbcL：ribulose－1，5－bisphosphate　carboxylase／oxygerユase（RubiscO）large　subunit
rbcS：ribulos　e－1，5－bisphosphate　carbox｝i’lase／oxygenase（Rubisco）small　subunit
RES：restriction　enzyme　shotgun　sequence
RT－・PCR：reverse　transcription－polynierase　chain　reaction
Rubisco：ribulose－1，5－bisl〕hosphate　carboxylase／Oxygenase
SDS－PAGE：SDS一ボリアクリルアミド電気泳動；SDS－polyacrylamide　ge1　electrophoresis
SSI　：St．reptc）myces　subtilisin　inhibitor
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